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KOMISJONI DIREKTIIV 2006/63(EU,
14. juuli 2006,

millega muudetakse haigusetekitaja Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. tdrjet kisitleva
ndukogu direktiivi 98/57/EU II-VII lisa

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,

vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut,

vottes arvesse ndukogu 20. juuli 1998. aasta direktiivi 98/57EU,
mis kisitleb haigusetekitaja Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. torjet, (1) eriti selle artiklit 11,

ning arvestades jargmist:

(1) Uks tdhtsamaid kartulile ja tomatile kahjulikke organisme
on Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., mis on
kartuli pruun-baktermidaniku ning kartulite ja tomatite
bakteriaalse ndrbumistove haigusetekitaja  (edaspidi
“organism”).

(2)  Organism esineb siiani mones ithenduses osas.

(3)  Direktiivis 98/57/EU on sitestatud iiksikasjalikud meet-
med, mida liitkmesriigid peavad vStma organismi vastu, et
kindlaks teha selle asukoht ja levik, viltida selle esinemist
ja levikut, avastamise korral viltida selle levikut ja torjuda
haigust likvideerimise eesmérgil.

(4)  Vahepeal on toimunud markimisvdarne areng bioloogias
ning organismi avastamis- ja kindlaksméddramismenetlu-
ses, organismi torjel saadud praktiliste kogemuste toel
tuleks 14bi vaadata mitmed torjemeetmetega seotud tehni-
lised satted.

(5)  Sellise arengu tulemusel on ilmselt vajalik libi vaadata ja
ajakohastada direktiivi 98/57[EU teatavates lisades olevad
meetmed.

(6)  Avastamis- ja kindlaksmddramismenetlusse on inkorpo-
reeritud moodne avastamismenetlus fluorestsents in situ
hiibridisatsioon (FISH). Holmatud on poliimeraasi ahel-
reaktsioon (polymerase chain reaction — PCR) ning praeguse

() EUT L 235, 21.8.1998, Ik 1.

avastamis- ja kindlaksmadramismenetluse erinevate tehni-
liste osade tdiustused, samuti organismi avastamis- ja kind-
laksmadramismeetodid teistes peremeestaimedes peale
kartuli ning vees ja mullas.

(7)  Torjemeetmete tehniliste osade puhul on tdiendatud jirg-
misi osi: laboratoorselt analiiiisitud proovide siilitamine
nii, et oleks vdimalik tagada organismi tagantjarele kind-
lakstegemine, voimaliku saastumise ulatuse kindlaksmaa-
ramiseks vajalikud tegurid, organismi mis tahes kinnitatud
esinemisest ja asjaomasest saastunud tsoonist teatamise
itksikasjad, saastunuks tunnistatud tootmiskohtades ja
piiritletud tsoonides rakendatavad meetmed. Lisaks on
inkorporeeritud moned sitted tomati kohta, et votta
rohkem arvesse selle taime asjakohasust organismi
peremeestaimena.

(8)  Kdesoleva direktiiviga ette ndhtud meetmed on kooskdlas
alalise taimetervise komitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA DIREKTIIVI:

Artikkel 1

Direktiivi 98/57/EU 1I-VII lisa asendatakse kiesoleva direk-
tiivi lisas olevate vastavate tekstidega.

Artikkel 2

1.  Liikmesriigid votavad vastu ja avaldavad kdesoleva direk-
tiivi jargimiseks vajalikud digusnormid hiljemalt 31. martsiks
2007. Liikmesriigid edastavad nende normide teksti ning
normide ja kdesoleva direktiivi vastavustabeli viivitamata
komisjonile.

Liikmesriigid kohaldavad neid norme alates 1. aprillist 2007.

Kui litkmesriigid need normid vastu vdtavad, lisavad nad nen-
desse normidesse v6i nende normide ametliku avaldamise korral
nende juurde viite kiesolevale direktiivile. Viitamise viisi ndevad
ette litkmesriigid.
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2. Liikmesriigid edastavad viivitamata komisjonile kdesoleva Artikkel 4

direktiiviga reguleeritavas valdkonnas nende poolt vastu vdetud

pohiliste riigisiseste digusnormide teksti. Kéesolev direktiiv on adresseeritud litkmesriikidele.
Artikkel 3 Briissel, 14. juuli 2006

Komisjoni nimel
Kiesolev direktiiv joustub kolmandal pdeval pérast selle avalda- komisjoni liige
mist Euroopa Liidu Teatajas. Markos KYPRIANOU
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LISA

“II LISA

HAIGUSETEKITAJA RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL. DIAGNOOSIMISE,
AVASTAMISE JA KINDLAKSMAARAMISE ANALUUSIMETOODIKA

AANALUUSIMETOODIA KOHALDAMISALA
Kiesoleva metoodikaga kirjeldatakse eri menetlusi, mis on seotud jirgmisega:

i)  pruun-baktermddaniku diagnoosimisega kartulimugulates ja bakteriaalse narbumistdve diagnoosimisega kartulis ja
tomatis ja monedes teistes peremeestaimedes;

ii)  bakteri Ralstonia solanacearum avastamisega kartulimugulates, kartulis ja tomatis ning monedes teistes peremeestaime-
des, vees ja mullas;

i) bakteri Ralstonia solanacearum (R. solanacearum) kindlaksméddramisega.
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Erinevate meetodite optimeeritud protokollid, valideeritud reaktiivid ning iiksikasjad analiiiisi ja kontrollainete ettevalmis-
tuse kohta on sitestatud liidetes. 1. liites on sitestatud nende laborite nimekiri, mis tegelesid protokollide optimeerimise
ja valideerimisega.

Kuna protokollid hdlmavad ohtliku organismi avastamist ja bakteri R. solanacearum elujduliste kultuuride kasutamist kont-
rollmaterjalina, tuleb menetlus 14bi viia sobivates karantiinitingimustes, kus on kohased jddtmete kdrvaldamise seadmed ja
ametlike taimekarantiini asutuste vilja antud litsentside kohased tingimused.

Analiiiisiparameetrid peavad tagama bakteri R. solanacearum jirjepideva ja uuesti korratava avastamise valitud meetodites
sitestatud piirméddrades.

Oluline on positiivsete kontrollproovide tipne ettevalmistamine.

Analiitiside tegemisel vastavalt ndutavatele piirméidradele tuleb tidhelepanu poorata ka seadmete digele seadistusele, hool-
dusele ja kalibreerimisele, reaktiivide hoolikale kiitlemisele ja sailitamisele ning koigile meetmetele, mille eesmark on vil-
tida proovide omavahelist saastumist, s.t positiivsete kontrollproovide eraldamisele analiitisitavatest proovidest. Tuleb
kohaldada kvaliteedikontrolli standardeid, et viltida halduslikke ja muid vigu, eelkdige seoses mirgistamise ja
dokumentidega.

Direktiivi 98/57/EU artikli 4 15ikes 2 osutatud haiguse esinemise kahtlus tihendab diagrammides méératletud proovi diag-
nostiliste voi soelkatsete positiivset tulemust. Esimese sdelkatse (IF-analiiiis, PCR/FISH, selektiivne isoleerimine) positiivset
tulemust tuleb kinnitada teise soelkatsega, mis pohineb erineval bioloogilisel pohimattel.

Kui esimese soelkatse tulemus on positiivne, kahtlustatakse nakatumist bakteriga R. solanacearum ning tuleb teha teine soel-
katse. Kui teine sdelkatse annab positiivse tulemuse, on kahtlus leidnud kinnituse (haiguse esinemise kahtlus) ning tuleb
jatkata analiitiside tegemist vastavalt metoodikale. Kui teine soelkatse annab negatiivse tulemuse, ei peeta proovi bakteriga
nakatunuks.

Direktiivi 98/57/EU artikli 5 16ikes 1 osutatud kinnitatud organismi olemasolu tdhendab bakteri R. solanacearum puhaskul-
tuuri isoleerimist ja identifitseerimist koos patogeensuse kinnitusega.

1JAGU

ANALUUSIMETOODIKA RAKENDAMINE

1. Avastusmetoodika pruun-baktermidaniku ja bakteriaalse nirbumistdve (Ralstonia solanacearum) diagnoosimi-
seks pruun-baktermidaniku ja bakteriaalse nirbumistdve siimptomitega kartulimugulates ja kartulis, tomatis
ja teistes peremeestaimedes

Analiiiisimetoodika on ette nihtud kartulimugulate ja -taimede puhul, millel esinevad tiitipilised voi kahtlased pruun-
baktermddaniku voi bakteriaalse niarbumistdve siimptomid. Siia kuuluvad kiiranaliiiisid, saastunud juhtkoest patogeeni
isoleerimine (selektiiv)sootmele ja positiivse tulemuse korral bakteri Ralstonia solanacearum kindlaksmadramine.
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Kartulimugul(ad) voéi kartuli-, tomati- véi muu(d) pruun-baktermadaniku véi bakteriaalse
narbumistéve kahtlusega peremeestaim(ed) (')

( )
DIAGNOSTILISED KIRANALUUSID (%)

Tehakse vdhemalt (iks jargnev anallils oletatava
diagnoosi maaramiseks:

<> — varre bakterilima analts (%),
— polii-B-hiidroksiibutiiraadi analiiiis (%),
— seroloogiline aglutinatsiooni anallits (%),
— IF-anallius (°) / FISH-analtius (7) / ELISA-
analuis (8) / PCR-analiiis (°).
. _J

( PEAMINE ISOLEERIMISANALUUS (') )

Tuupilise morfoloogiaga kolooniad (')

Haigusetekitajat R. solanacearum ei
avastatud,
proov ei ole nakatunud
haigusetekitajaga

El (12)

( Puhastatakse lds66tmele taaskilvamisega )

EDENTIFITSEERIMISANALUUSID ("‘D—#—( PATOGEENSUSANALUUS () )

Mdlemad analitsid kinnitavad, et puhaskultuur on
R. solanacearum

‘ Proov ei ole nakatunud
haigusetekitajaga R. solanacearum

Proov on nakatunud haigusetekitajaga
R. solanacearum
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" Sumptomite kirjeldust vt Il jao punktis 1.

® Diagnostilised kiiranallilisid hdlbustavad oletatava diagnoosi méaramist, ent ei ole otsustava tédhtsusega. Negatiivne tulemus ei ole alati
patogeeni puudumise garantii.

®) Varre juhtkoe bakterilima voolavuse testi kirjeldatakse VI jao punktis A.1.

*) Bakterirakkude poli-B-htidroksiibutiraadi graanulite anallitsi kirjeldatakse VI jao punktis A.2.

®) Bakterilima voi simptomaatilise koe seroloogilisi aglutinatsioonianallitse kirjeldatakse VI jao punktis A.3.

) Vees suspendeeritud bakterilima v6i simptomaatilise koe IF-anallisi kirjeldatakse VI jao punktis A.5.

) Vees suspendeeritud bakterilima vdi simptomaatilise koe FISH-anallusi kirjeldatakse VI jao punktis A.7.

®) Vees suspendeeritud bakterilima voi simptomaatilise koe ELISA-analliusi kirjeldatakse VI jao punktis A.8.

©®) Vees suspendeeritud bakterilima vdi simptomaatilise koe PCR-analliusi kirjeldatakse VI jao punktis A.6.

("9 Patogeen on tavaliselt kergesti isoleeritav simptomitega taimematerjalist lahjenduse laialikiilvamise abil sé6tmeplaatidele (Il jao
punkt 3).

@) Tuupilise koloonia morfoloogia kirjeldus esitatakse Il jao punkti 3 alapunktis d.

('?) Infektsiooni edasiarenenud faaside kultiveerimine vdib ebadnnestuda saprofiiitbakterite konkurentsi vdi liigkasvu tottu. Kui haiguse
stimptomid on tlilpilised, kuid bakteri isoleerimine annab negatiivse tulemuse, tuleb isoleerimist korrata, eelistatult selektiivséétmel.

(%) Bakteri R. solanacearum eeldatava puhaskultuuri saab usaldusvéaarselt kindlaks maéarata, kasutades VI jao punktis B kirjeldatud
anallitse. Alamliigi iseloomustamine ei ole kohustuslik, kuid on soovituslik iga uue juhtumi korral.

(**)  Patogeensusanaliiisi kirjeldatakse VI jao punktis C.
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2. Haigusetekitaja Ralstonia solanacearum avastamis- ja kindlaksmiiramismetoodika asiimptomaatiliste
kartulimugulate proovides

Pohimate

Analiitisimeetod on mdeldud latentsete nakkuste avastamiseks kartulimugulates. Erinevatel bioloogilistel pshimdtetel
pohineva vihemalt kahe sdelkatse positiivse tulemuse korral® tuleb patogeen isoleerida; kui isoleeritakse tiiiipilised
kolooniad, peab jiargnema bakteri R. solanacearum puhaskultuuri identifitseerimine. Ainult ithe maddramismeetodi posi-
tiivsest tulemusest ei piisa selleks, et lugeda proov kahtlaseks.

Soelkatsed ja isolatsioonianaliiiisid peavad vdimaldama avastada 10® kuni 10* rakku resuspenseeritud bakterisademe
milliliitri kohta, mis kuuluvad positiivse kontrollina igasse analiiiisiseeriasse.
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[ Kartulimugulate proov (') )

|
( Patogeeni eraldamine ja kontsentreerimine (?) ]

|

PEAMINE SOELKATSE (%)
IF-analitis () / selektiivne eraldamine (°) / PCR-analtius (°) / FISH-anallius (7)
Valikuline tdiendav analiiiis: ELISA (8)

]
( Esimene séelkatse (°) )

Haigusetekitajat R. solanacearum ei
avastatud
Proov ei ole nakatunud
haigusetekitajaga R. solanacearum

Positiivhe

C Teine sdelkatse (%) ]

Haigusetekitajat R. solanacearum ei
avastatud
Proov ei ole nakatunud
haigusetekitajaga R. solanacearum

Positiivhe

[ Selektiivne isoleerimine (%) ja/vdi biotest (°) )
I

[ Tutpilise morfoloogiaga kolooniad (') ]

Haigusetekitajat R. solanacearum ei

‘ El (") avastatud
Proov ei ole nakatunud

haigusetekitajaga R. solanacearum

JAH

( Puhastatakse Ulds66tmele taaskillvamisega )

GDENTIFITSEERIMISANALUUSID (2) PATOGEENSUSANALUUS (®) ]

Mélemad anallitisid kinnitavad, et puhaskultuur on
R. solanacearum.

‘ Proov ei ole nakatunud
haigusetekitajaga R. solanacearum

JAH

Proov on nakatunud haigusetekitajaga
R. solanacearum
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" Standardproovi suurus on 200 mugulat, kuid meetodit saab kasutada vaiksema prooviga, kui 200 mugulat ei ole.
® Patogeeni eraldamis- ja kontsentreerimismeetodeid kirjeldatakse Il jao punktis 1.1.
® Kui vahemalt kaks erinevatel bioloogilistel pohimétetel pohinevat anallilisi annavad positiivse tulemuse, tuleb bakter isoleerida ja

kinnitada. Kasutatakse vahemalt Uht sGelkatset. Kui see sdelkatse annab negatiivse tulemuse, loetakse proov negatiivseks. Kui meetod
annab positiivse tulemuse, tuleb teha veel ks v6i mitu erinevatel bioloogilistel pdhimdtetel pdhinevat sdelkatset esimese positiivse
tulemuse tdendamiseks. Kui teise voi jargmiste sdelkatsete tulemused on negatiivsed, loetakse proov negatiivseks. Téiendavaid
analliuse ei ole vaja teha.

* IF-analuitsi kirjeldatakse VI jao punktis A.5.

®) Selektiivse eraldamise analliusi kirjeldatakse VI jao punktis A.4.

®) PCR-anallusi kirjeldatakse VI jao punktis A.6.

@) FISH-analusi kirjeldatakse VI jao punktis A.7.

® ELISA-analliusi kirjeldatakse VI jao punktis A.8.

®) Biotesti kirjeldatakse VI jao punktis A.9.

("% Tuupilise koloonia morfoloogia kirjeldus esitatakse Il jao punktis 3 alapunktis d.

() Saprofulitbakterid véivad olla konkurendiks véi inhibiitoriks ja selle téttu vdib kasvatamine vdi biotest ebadnnestuda. Kui séelkatsed on
andnud positiivseid tulemusi, kuid bakteri isoleerimine annab negatiivse tulemuse, korratakse isoleerimisanallilise sama bakterisademega
vOi vBetakse lisaks sama proovi Idigatud mugulate basaalse tipu juurest juhtkude ning vajaduse korral analtsitakse lisaproove.

(%) Haigusetekitaja R. solanacearum eeldatava puhaskultuuri saab usaldusvaérselt kindlaks maérata, kasutades VI jao punktis B kirjeldatud
analliuse.

("®)  Patogeensusanaliiusi kirjeldatakse VI jao punktis C.
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3. Haigusetekitaja Ralstonia solanacearum avastamis- ja kindlaksmiiramismetoodika asiimptomaatiliste kartuli,
tomati ja teiste peremeestaimede proovides

—/

( Varreosade proov ()

( Patogeeni ekstraheerimine ja kontsentreerimine (%)

PEAMINE SOELKATSE (3)
Selektiivne isoleerimine (*) / IF-anallius (°) / PCR-analiius (®) / FISH-analliis ()
Valikuline tidiendav analiiiis: ELISA (), biotest (°)

Tuupilise morfoloogiaga kolooniad ('° - o
parast isoleerimist Koik tehtud analiiiisid
I

Haigusetekitajat R. solanacearum ei

< El (") avastatud
Proov ei ole nakatunud
haigusetekitajaga R.solanaceum
GD

Puhastatakse Ulds66tmele
taaskilvamisega

GDENTIFITSEERIMISANALUUSID (‘ZD—<>—( PATOGEENSUSANALUUS (') )

Mélemad analidsid kinnitavad, et
puhaskultuur on haigusetekitaja
R. solanacearum puhaskultuur

Proov ei ole nakatunud
haigusetekitajaga R. solanacearum

Proov on nakatunud
haigusetekitajaga
R. solanacearum

—

—/
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" Soovitatavad proovide suurused on Il jao punktis 2.1.
® Patogeeni ekstraheerimis- ja kontsentreerimismeetodeid kirjeldatakse 11l jao punktis 2.1.
® Kui vahemalt kaks erinevatel bioloogilistel pohimotetel pohinevat anallilisi annavad positiivse tulemuse, tuleb bakter isoleerida ja

kinnitada. Kasutatakse vahemalt Uht sGelkatset. Kui see sdelkatse annab negatiivse tulemuse, loetakse proov negatiivseks. Kui meetod
annab positiivse tulemuse, tuleb teha veel ks v6i mitu erinevatel bioloogilistel pdhimdtetel pdhinevat sdelkatset esimese positiivse
tulemuse tdendamiseks. Kui teise voi jargmiste sdelkatsete tulemused on negatiivsed, loetakse proovi negatiivseks. Téiendavaid
analliuse ei ole vaja teha.

* Selektiivse isoleerimise anallusi kirjeldatakse VI jao punktis A.4.

®) IF-analiiiisi kirjeldatakse VI jao punktis A.5.

®) PCR-analliusi kirjeldatakse VI jao punktis A.6.

@) FISH-analliiisi kirjeldatakse VI jao punktis A.7.

® ELISA-analliusi kirjeldatakse VI jao punktis A.8.

®) Biotesti kirjeldatakse VI jao punktis A.9.

("% Tuupilise koloonia morfoloogia kirjeldus on esitatud Il jao punkti 3 alapunktis d.

() Saprofulitbakterid vdivad olla konkurendiks v&i inhibiitoriks ja selle téttu vdib kasvatamine v&i biotest ebadnnestuda. Kui
maaramismeetodiga saadakse positiivseid tulemusi, kuid isoleerimiskatsed on negatiivsed, korratakse isoleerimiskatseid.

(%) Bakteri R. solanacearum eeldatava puhaskultuuri saab usaldusvéaarselt kindlaks mé&érata, kasutades VI jao punktis B kirjeldatud
analuise.

("®)  Patogeensusanalliusi kirjeldatakse VI jao punktis C.



L 206/48

Euroopa Liidu Teataja

27.7.2006

1.1.

1.2.

1.3.

2.1.

2.2.

11 JAGU

HAIGUSETEKITAJA RALSTONIA SOLANACEARUM UKSIKASJALIKUD AVASTAMISMEETODID
KARTULIMUGULATES JA KARTULIS, TOMATIS JA TEISTES PEREMEESTAIMEDES, MILLEL ON
PRUUN-BAKTERMADANIKU VOI BAKTERIAALSE NARBUMISTOVE SUMPTOMID

Siimptomid (vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main)

Siimptomid kartulil

Kartulitaim. Infektsiooni varajast staadiumit p6llul iseloomustab péevaste kdrgete temperatuuride juures narbumine
alates alumistest lehtedest taime tipu suunas, kusjuures 66sel taim taastub. Narbumise varajastes staadiumides jadvad
lehed roheliseks, kuid hiljem muutuvad need kollaseks ja pruuniks ning kirbuvad. Esineb ka lehtede allapoole keer-
dumist. Uhe vérse voi kogu taime nirbumine muutub kiiresti pddrdumatuks ning 16peb taime kokkuvarisemise ja
hukuga. Narbunud taime varre ristldike juhtkude on tavaliselt pruuniks muutunud ning piimjas bakterilima immit-
seb 16ikepinnalt voi eritub pigistamisel. Kui labildigatud taimevars on asetatud vertikaalselt vette, on ndha limaniitide
viljavoolamist juhtkimpudest.

Kartulimugul. Kartulimugulast tuleb teha ristlabildige basaalse (stoolonipoolse) tipu ldhedalt voi 1digata pikisuunaliselt
iile stooloni tipu. Infektsiooni varajane staadium on ératuntav juhtkoeringi klaasistumisena ja vdrvusemuutusena
klaasjaskollakast helepruunini ning ringist voib ldikekohal parast mdne minuti moodumist iseeneslikult erituda kah-
vatu kreemjas bakteriaalne eritis. Hiljem muutub juhtkoering selgelt eristatavalt pruuniks ning kdrbumine voib ula-
tuda pohikoeni. Edasiarenenud infektsioonifaasis voib bakterilima erituda ka basaalsest tipust voi kartulisilmadest,
pohjustades mullaosakeste kleepumist mugulale. Juhtkoe sisemise kokkuvajumise tottu voivad koorel tekkida puna-
kaspruunid sissevajunud kahjustused. Haiguse edasiarenenud faasides on tavapirane sekundaarsete seente ja bakte-
rite pohjustatud pehmete midanike areng.

Simptomid tomatil

Tomatitaim. Esimeseks nihtavaks siimptomiks on noorimate lehtede longuvajumine. Haigusetekitaja jaoks soodsate
keskkonnatingimuste juures (mulla temperatuur umbes 25 °C: kiillastunud niiskus) esineb lehtede allapoole keerdu-
mine ja taime osaline vdi tdielik narbumine, millele jargneb kogu taime kokkuvarisemine mone paeva jooksul. Vihem
soodsate tingimuste korral (mulla temperatuur alla 21 °C) esineb narbumist vihem, kuid varrel voib areneda suurel
hulgal lisajuuri. Varre alaosal voib margata vesiseid triipe, mis on juhtkoes esineva nekroosi tunnuseks. Kui varrest
teha ristldige, eritub pruuniks muutunud juhtkoest valget voi kollakat bakterilima.

Simptomid teistel peremeestaimedel

Hariliku maavitsa Solanum dulcamara ja musta maavitsa S. nigrum taimed. Kui mulla temperatuur ei iileta 25 °C ja ino-
kulaadi tase ei ole ddrmiselt kdrge (st S. nigrum ei kasva haige kartuli- voi tomatitaime kdrval), tdheldatakse loodus-
likes tingimustes nendel umbrohtudest peremeestaimedel nirbumissiimptomeid harva. Kui niarbumine ilmneb, on
siimptomid samad mis tomatil. Mittendrbunud S. dulcamara taimedel, mille varred ja juured kasvavad vees, vdib ilm-
neda varre ala- voi veealuste osade seesmine ristldikel nihtav juhtkudede helepruuniks muutumine. Kui labildigatud
taimevars on asetatud vertikaalselt vette, voib labildigatud juhtkudedest erituda bakterilima voi moodustuda limanii-
te, seda isegi narbumissiimptomite puudumisel.

Kiirsoelkatsed

Kiirmadaramismmeetodid vdivad holbustada oletatava diagnoosi mddramist, ent ei ole otsustava tihtsusega. Kasuta-
takse iiht voi mitut jargmistest valideeritud analiitisidest:

Varrelima test

(Vt VI jao punkt A.1.)

Poli-f-hiidrokstibutiiraadi (PHB) graanulite tuvastamine

Haigusetekitaja R. solanacearum rakkudes esinevaid iseloomulikke polii-p-hiidroksiibutiiraadi (PHB) graanuleid saab
ndhtavaks muuta nakatunud koe bakterilima l4bi leegi fikseeritud iete vdrvimisel mikroskoobi alusklaasil vdrvaine-
tega Niiluse sinine A ja Sudaani must B (vt V jao punkt A.2.).
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2.3.

2.4.

1.1.

Seroloogiline aglutinatsiooni analiiis

(Vt VI jao punkt A.3.)

Muud analiiiisid

Teised sobilikud kiirmairamismeetodid on IF-analiiiis (vt VI jao punkt A.5.), FISH-analiiiis (vt VI jao punkt A.7.),
ELISA-analiiiis (vt VI jao punkt A.8.) ja PCR-analiiiis (vt VI jao punkt A.6).

Bakterite isoleerimine

a)  Kartulimugula juhtkoeringi muutunud virvusega osast voi kartuli- voi tomati- v6i muu narbunud peremees-
taime varre juhtkimpudest eemaldatakse eritist voi moned 1oiked. Lahustatakse viikeses koguses steriilses des-
tilleeritud vees voi 50 mM fosfaatpuhvris (4. liide) ja jdetakse 5-10 minutiks seisma.

b)  Suspensioonist valmistatakse rida kiimnekordseid lahjendusi.

¢)  Suspensioonist ja selle lahjendustest mdddetakse 50-100 pl iilds66tmele (NA, YPGA voi SPA; vt 2. liide) ja/voi
Kelmani tetrasooliumsodtmele (2. liide) ja/voi valideeritud selektiivsootmele (nt SMSA; vt 2. liide). Kasutatakse
sootmeplaadil joonkiilvi tehnikat v6i vastava lahjenduse laiali kiilvamist sootmeplaadile. Vajaduse korral valmis-
tatakse eraldi so6tmeplaadid positiivse haigusetekitaja kontrolli jaoks, kasutades R. solanacearum’i biotiiiibi 2 tiive.

d)  Plaate inkubeeritakse 28 °C juures 2-6 pideva.

—  Uldsootmel on virulentse R. solanacearum’i kolooniad kreemikasvalged, lamedad, ebaiihtlase kujuga, flui-
daalsed ning sageli iseloomulike spiraalsete keeretega keskel. R. solanacearum’i avirulentsed vormid moodus-
tavad viikesi immargusi mittevedelaid voilaadseid kolooniaid, mis on tdiesti kreemjasvalged.

—  Kelmani tetrasoolium- vdi SMSA-s66tmel on keerded veripunased. Ralstonia solanacearum’i avirulentsed vor-
mid moodustavad viikesi iimmargusi mittevedelaid voilaadseid kolooniaid, mis on téiesti siigavpunased.

R. solanacearum’i kindlaksmiiramise analitiisid

R. solanacearum’i ecldatavad isolaadid saab kindlaks mdarata VI jao punktis B esitatud analiiiisidega.

I JAGU

Haigusetekitaja Ralstonia solanacearum iiksikasjalikud avastamis- ja kindlaksmiddramismeetodid
asiimptomaatiliste kartulimugulate proovides

Proovi ettevalmistamine

Markus

—  Standardproovi suurus on 200 mugulat analiiiisi kohta. Intensiivsem proovivotmine eeldab rohkem analiiiise, kuid proovi
suurus jadb samaks. Suurem mugulate arv proovis pohjustab tulemuste inhibeerimise voi nende tdlgendamise keerukuse. Siiski
saab meetodit kohaldada ka alla 200 mugulaga proovi puhul, kui rohkem mugulaid ei ole.

—  Koigi allpool kirjeldatud avastamismeetodite valideerimine pohineb analiiiisidel, mis on tehtud 200 mugulast koosneva
prooviga.

—  Allpool kirjeldatud kartuliekstrakti saab kasutada ka kartuli-ringmadaniku bakteri Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
avastamiseks.

Vabatahtlik eeltootlemine enne proovi valmistamist

a)  Proove inkubeeritakse 25-30 °C juures kuni kaks nddalat enne analiiiisimist, et ergutada R. solanacearum’i
populatsioonide paljunemist.

b) Mugulad pestakse. Iga proovi jirel kasutatakse kohaseid desinfektsioonivahendeid (klooriiithendeid, kui kasu-
tatakse PCR-katset, et eemaldada patogeenne DNA) ja pesuaineid. Mugulad kuivatatakse Shu kies. Pesemine
on eriti kasulik (kuid mitte ndutav) nende proovide puhul, millel on liiga palju mulda, ning kui tehakse PCR-
analiiiisi voi bakterite otsest isoleerimist.
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Puhta ja desinfitseeritud skalpelli voi juurviljanoa abil eemaldatakse koor mugula basaalse (stoolonipoolse) tipu
juurest nii, et juhtkude tuleb ndhtavale. Basaalse tipu juures 16igatakse viike juhtkoe siidamik ettevaatlikult vilja nii,
et muid kudesid tuleks kaasa voimalikult vihe (vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Markus:  iga pruunmédaniku kahtlase siimptomiga mugul hoitakse alles ja sellega tehakse eraldi analiiiisid.

Kui basaalse tipusiidamiku eemaldamisel ilmneb pruun-baktermédaniku kahtlaseid siimptomeid, tuleks teha selle mugula
visuaalne kontroll ja mugulat 15igata basaalse tipu juures. Kaiki kahtlaste simptomitega 16igatud mugulaid tuleks hoida
korgistumiseks vihemalt kaks péeva toatemperatuuril ning seejérel sdilitada jahutatult (4-10 °C) kohastes karantiinitin-
gimustes. Koiki mugulaid, sealhulgas kahtlaste siimptomitega, tuleks siilitada vastavalt III lisale.

. Basaalsed tipusiiddamikud kogutakse kasutamata tihekordse kasutusega mahutitesse, mida saab sulgeda ja[voi pit-

seerida (kui mahuteid kasutatakse uuesti, tuleks need pdhjalikult puhastada ja desinfitseerida, kasutades klooriithen-
deid). Eelistatult tuleks eemaldatud basaalseid tipusiidamikke to6delda kohe. Kui see ei ole vdimalik, hoitakse neid
mahutis puhvrit lisamata, jahutatult mitte iile 72 tunni voi toatemperatuuril mitte iille 24 tunni.

Basaalseid tipusiidamikke toodeldakse, kasutades iiht jargmistest meetoditest.

a)  Siidamikud kaetakse piisava koguse (umbes 40 ml) ekstraktsioonipuhvriga (4. liide) ja segatakse poorleval lok-
sutil (50-100 pooret minutis) 4 tundi alla 24 °C juures voi 16-24 tundi jahutatult.

b) Siidamikud homogeenitakse piisava koguse (umbes 40 ml) ekstraktsioonipuhvriga (4. liide) kas segistis (nii-
teks Waring voi Ultra Thurax) voi purustades need suletud tihekordse kasutusega matseratsioonikotis (niiteks
Stomacheri voi Bioreba tugev kilekott modtudega 150 mm x 250 mm; kiirgussteriilne), kasutades kummiva-
sarat vOi sobivat peenestusseadet (nditeks Homex).

Markus:  kui proovid homogeenitakse segistis, on suur proovide ristsaastumise oht. Tuleb votta ettevaatusabindusid, et viltida
aerosooli tekkimist voi proovi lekkimist ekstraktsiooni kaigus. Tagatakse isja steriliseeritud segistiterade ja -anumate kasu-
tamine iga proovi korral. Kui kasutatakse PCR-analiiiisi, vélditakse DNA iilekandumist mahutites voi peenestusseadmes.
PCR-analiiiisi tegemisel on soovitav purustada ithekordse kasutusega kottides ja kasutada iihekordse kasutusega
katseklaase.

Supernatant dekanteeritakse. Kui lahus on liiga higune, selitatakse see madalal kiirusel tsentrifuugides (mitte ile
180 g 10 minutit jooksul temperatuuril 4-10 °C) vdi vaakumfiltreerimisega (40-100 pm), pestes filtrit tdiendava
ektraktsioonipuhvriga (10 ml).

Bakterifraktsioon kontsentreeritakse, tsentrifuugides 7 000 g juures 15 minutit (vdi 10 000 g juures 10 minutit)
temperatuuril 4-10 °C, ning supernatant eemaldatakse bakterisadet segamata.

. Bakterisade resuspendeeritakse 1,5 ml bakterisademe puhvris (4. liide). Haigusetekitaja R. solanacearum kontrolli-

mise jaoks kasutatakse 500 pl, haigusetekitaja Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus jaoks 500 pl ja vordlusees-
mirgil 500 pl. 500 pl vordlusalikvoodile ja iilejidnud analiiiisialikvoodile lisatakse steriilset gliitserooli
16ppkontsentratsiooni 10-25 % (v/v) saamiseks, loksutatakse ja siilitatakse temperatuuril — 16 kuni — 24 °C (ndda-
laid) voi — 68 kuni — 86 °C (kuid). Analiiiiside tegemise ajal hoitakse analiitisialikvoote 4-10 °C juures.

Korduv killmutamine ja sulatamine ei ole soovitav.

Kui ekstrakti tuleb transportida, tuleb seda teha kiilmkastis 24-48 tunni jooksul.

. Kaiki R. solanacearum’i positiivseid kontrolle ja proove tuleb kisitleda eraldi, et viltida saastumist. Seda tuleb jar-

gida IF-objektiklaaside ja koigi analiiiiside korral.
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1.2.

2.1.

Analiiiisimine

Vaata diagramme ja analiiiisikirjeldusi ning optimeeritud protokolle vastavates liidetes.
Selektiivne isoleerimine (vt VI jao punkt A.4.)

IF-analiiiis (vt VI jao punkt A.5.)

PCR-analiiiis (vt VI jao punkt A.6.)

FISH-analiiiis (vt VI jao punkt A.7.)

ELISA-analiiiis (vt VI jao punkt A.8.)

Biotest (vt VI jao punkt A.9.)

Haigusetekitaja R. solanacearum iiksikasjalikud avastamis- ja kindlaksmiiramismeetodid asiimptomaatiliste
kartuli, tomati ja teiste peremeestaimede proovides

Proovi ettevalmistamine

Markus: haigusetekitaja R. solanacearum latentsete populatsioonide avastamiseks on soovitav kasutada liitproove. Meetodit saab
mugavalt kasutada kuni 200 varreosast koosnevate liitproovide puhul. Seirete libiviimisel peaksid seired phinema uuri-
tavat taimepopulatsiooni statistiliselt esindaval proovil.

1-2 cm pikkused varreosad kogutakse suletud streriilsesse mahutisse jargmise proovivotumenetluse kohaselt.
Tomatiseemikud. Iga varre alaosast, maapinna kohalt, eemaldatakse puhta desinfitseeritud noaga 1 cm pikkune osa.

Avamaal vdi kasvuhoones kasvatatud tomatitaimed. Puhta desinfitseeritud noaga eemaldatakse iga taime koige mada-
lam kiilgvorse, 18igates vahetult pohivarre ithenduskoha kohal. Eemaldatakse iga kiilgvorse koige alumine 1 cm
pikkune osa.

Teised peremeestaimed. 1ga varre alaosast, maapinna kohalt, eemaldatakse puhta desinfitseeritud noa voi oksakaari-
dega 1 cm pikkune osa. S. dulcamarall ja teistel vees kasvavatel peremeestaimedel eemaldatakse veealuste varte voi
stoolonite 1-2 c¢m pikkused vesijuurtega osad.

Teatavas proovivotukohas proovi vdttes on soovitav analiitisida statistiliselt esindavat proovi, milleks voetakse proo-
vivotukohast vahemalt 10 iga véimaliku umbrohust peremeestaime taime. Patogeeni avastamine on koige usaldus-
véddrsem hiliskevadel, suvel ja siigisel, vooluveekogudes kasvava mitmeaastase taime Solanum dulcamara looduslikku
nakatumist saab mddrata aasta ringi. Teadaolevateks peremeestaimedeks on isekiilvanud kartulitaimed, harilik maa-
vits Solanum dulcamara, must maavits S. nigrum, harilik ogadun Datura stramonium ja teised sugukonna maavitsali-
sed (Solanaceae) liigid. Peremeestaimedeks on ka pelargoon Pelargonium spp. ja harilik portulak Portulaca oleracea.
Mdned Euroopas levinud umbrohuliigid, nagu odalehine malts Atriplex hastata, karvane ruse Bidens pilosa, kera-
kadakkaer Cerastium glomeratum, valge hanemalts Chenopodium album, harilik vesikanep Eupatorium cannabinum, pal-
jas voorkakar Galinsoga parviflora, miirktulikas Ranunculus scleratus, kerss Rorippa spp, oblikas Rumex spp., valge
pdisrohi Silene alba, longus pdisrohi S. nutans., paiseleht Tussilago farfara ja kérvendges Urtica dioica, vdivad varjata
teatavate keskkonnatingimuste puhul juurtes ja/voi risosfadris R. solanacearum’i biotiiiibi 2 | rassi 3 populatsioone.

Markus:  selles etapis saab teha sisemiste siimptomite (vaskulaarne virvumine voi bakterilima) visuaalse vaatluse. Iga siimptomi-
tega varreosa pannakse korvale ja sellega tehakse eraldi analiiiisid (vt II jagu).

Varreosad desinfitseeritakse kergelt 70 % etanooliga ja kuivatakse kohe kuivatuspaberiga. Seejirel to6deldakse var-
reosasid, kasutades iiht jargmistest meetoditest.

a)  Varreosad kaetakse piisava koguse (umbes 40 ml) ekstraktsioonipuhvriga (4. liide) ja segatakse poorleval lok-
sutil (50-100 pooret minutis) 4 tundi alla 24 °C juures voi 16-24 tundi jahutatult.

b) Toodeldakse kohe, purustades osad tugevas matseratsioonikotis (nditeks Stomacher voi Bioreba) koos sobiva
koguse ekstratsioonipuhvriga (4. liide) kas kummivasara vdi kohase peenestusseadmega (nditeks Homex). Kui
see ei ole voimalik, sdilitatakse varreosasid jahutatult mitte tile 72 tunni voi toatemperatuuril mitte ile 24
tunni.

Kui lahus on seisnud 15 minutit, dekanteeritakse supernatant.

Ekstrakti tdiendavat selitamist voi bakterifraktsiooni kontsentreerimist tavaliselt ei nduta, kuid seda voib filtreerida
ja[voi tsentrifuugida vastavalt 11 jao punktidele 1.1.3-1.1.5.
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2.1.5. Lahjendamata v&i kontsentreeritud proov jagatakse kahte vérdsesse ossa. Uht osa siilitatakse 4-10 °C juures kat-
sete tegemise ajal ja teist osa 10-25 % (v[v) steriilse gliitserooliga temperatuuril — 16 kuni — 24 °C (nddalaid) voi
— 68 kuni — 86 °C (kuid) juhuks, kui on vaja teha tdiendavaid katseid.

2.2.  Analiiiisimine

Vaata diagramme ja analiitisikirjeldusi ja optimeeritud protokolle vastavates liidetes.
Selektiivne isoleerimine (vt VI jao punkt A.4.)

[F-analiiiis (vt VI jao punkt A.5.)

PCR-analiiiis (vt VI jao punkt A.6.)

FISH-analiliis (vt VI jao punkt A.7.)

ELISA-analiiiis (vt VI jao punkt A.8.)

Biotest (vt VI jao punkt A.9.).
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IV JAGU
1. Haigusetekitaja R. solanacearum avastamis- ja kindlaksmairamismetoodika vees
[ Veeproov (') )
( Patogeeni kontsentreerimine (%) )

PEAMINE SOELKATSE
Selektiivne eraldamine ()
Valikulised tdiendavad testid: biotest (4) / rikastamis-PCR (%) / rikastamis-ELISA (°)

Tuupilise koloonia morfoloogia (7)
parast eraldamist
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Soovitatav proovivotumenetlus on IV jao punktis 2.1.

Patogeeni kontsentreerimismeetodeid kirjeldatakse IV jao punktis 2.1. Kontsentreerimine suurendab nii patogeeni kui ka vdistlevate
saprofiiutbakterite populatsioone ning on soovitav vaid juhul, kui see ei pdhjusta isoleerimisanallitsi inhibeerimist.

Selektiivse eraldamise anallilsi kirjeldatakse VI jao punktis A.4.

Biotesti kirjeldatakse VI jao punktis A.9.

PCR rikastamismeetodeid kirjeldatakse VI jao punktis A.4.2 ja VI jao punktis A.6.

ELISA rikastamismeetodeid kirjeldatakse VI jao punktis A.4.2 ja VI jao punktis A.8.

Tuupilise koloonia morfoloogia kirjeldus esitatakse Il jao punkti 3 alapunktis d.

Saprofuilitbakterid vdivad olla konkurendiks véi inhibiitoriks ja selle téttu voib kasvatamine ebadnnestuda. Kui tekib kahtlus, et
kdrged saprofiiitbakterite populatsioonid voivad méjutada eraldamise usaldusvaérsust, korratakse isoleerimisanalliusi pérast proovi
lahjendamist steriilses vees.

Haigusetekitaja R. solanacearum eeldatava puhaskultuuri saab usaldusvéaarselt kindlaks méaarata, kasutades VI jao punktis B. kirjeldatud
analliuse.

Patogeensusanaluisi kirjeldatakse VI jao punktis C.



27.7.2006

Euroopa Liidu Teataja

L 206/55

2.1.

2.2.

Haigusetekitaja R. solanacearum avastamis- ja kindlaksmairamismeetodid vees
Pohimate

Kéesolevas jaos kirjeldatud valideeritud avastusmeetodeid kasutatakse patogeeni avastamiseks pinnavee proovides
ning seda voib kohaldada ka kartulitootlemise heitvee ja reovee proovides. Oluline on markida, et eeldatav avas-
tustundlikkus soltub substraadist. Isoleerimisanaliiiisi tundlikkust mojutavad vdistlevate saprofiititbakterite popu-
latsioonid, mille sisaldus on tildiselt palju suurem kartulitootlemisheitvees ja reovees kui pinnavees. Allpool esitatud
metoodika avastab pinnavees eeldatavalt 10° rakku liitri kohta, kartulitddtlemise heitvees ja reovees on tundlikkus
tdendoliselt margatavalt madalam. Seetdttu on soovitav analiiiisida heit- ja reovett parast puhastustoiminguid (nt
sadestamist ja filtreerimist), mille kdigus vahendatakse saprofiiiitbakterite populatsioone. Negatiivsete tulemuste
usaldusvéirsuse hindamisel tuleb arvesse votta analiitisimeetodite tundlikkuspiiranguid. Kiesolevat metoodikat on
edukalt kasutatud pinnavees patogeeni olemasolu voi puudumise kindlakstegemiseks 1abi viidaval seirel, kartulitoot-
lemise heitvee ja reovee seirel tuleb arvestada selle piiratust.

Proovi ettevalmistamine

Mirkus

—  Haigusetekitaja R. solanacearum’i avastamine pinnavees on koige usaldusvairsem hiliskevadel, suvel ja siigisel, kui veetempe-
ratuur on iile 15 °C.

—  Korduv proovivétt madratud proovivdtukohtades eri aegadel eespool nimetatud perioodil vihendab ilmastikutingimuste moju
ja suurendab avastamise usaldusvaarsust.

—  Arvesse tuleb votta tugeva vihmasaju ja vooluveekogu geograafia mdju, et viltida patogeeni avastamist segavat ulatuslikku
lahjendumist.

—  Veeproove tuleb votta peremeestaimede liheduses, kui need on olemas.

Koigis valitud proovivotukohtades voetakse veeproove ithekordse kasutusega steriilsetesse katseklaasidesse voi pude-
litesse vdimaluse korral siigavamalt kui 30 cm ja 2 m raadiuses kaldast. To6tlemisheitvee ja reovee proove voe-
takse drajuhtimiskohas. Soovitav proovisuurus on kuni 500 ml proovivotukoha kohta. Viiksemate proovide puhul
on soovitav votta proove proovivotukohast vahemalt 3 korda, kusjuures iga proov koosneb 2 dubleeritud vihe-
malt 30 ml suurusest alaproovist. Téhusaks seireks valitakse vahemalt 3 proovivotukohta vooluveekogu iga 3 km
kohta ning voetakse proove ka vooluveekokku suubuvatest haruveekogudest.

Proove transporditakse jahedas (4-10 °C) ja pimedas ning analiiiisitakse 24 tunni jooksul.
Vajaduse korral voib bakterifraktsiooni kontsentreerida, kasutades iiht jargmistest meetoditest.

a)  Tsentrifuugitakse 30-50 ml alaproovi 10 000 g juures 10 minutit (vdi 7 000 g juures 15 minutit), eelistata-
valt temperatuuril 4-10 °C, eemaldatakse supernatant ja bakterisade resuspendeeritakse 1 ml fosfaatpuhvris

(4. liide).

b) Membraanfiltreerimine (pooride labimoot vihemalt 0,45 pm), mille jarel pestakse filter 5-10 ml fosfaatpuhv-
ris ja pesuvesi siilitatakse. See meetod on sobiv suurte veekoguste puhul, mis sisaldavad vihe
saprofiiiitbaktereid.

Kontsentreerimine ei ole tavaliselt soovitav kartulitootlemise heitvee ja reovee proovide puhul, sest vdistlevate
saprofiiiitbakterite suurenenud populatsioonid inhibeerivad Ralstonia solanacearum’i avastamist.

Analiiiisimine

Vaata diagrammi ja analiiisikirjeldusi vastavates liidetes.
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V JAGU
1. Haigusetekitaja R. solanacearum avastamis- ja kindlaksmiiramismetoodika mullas
( Mullaproov (")
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SOELKATSE
Selektiivne isoleerimine (%)
Valikuline tdiendav analiiiis: rikastamis-PCR (%) / biotest (*)
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pérast isoleerimist Koik tehtud analiiisid
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" Soovitatav proovivétumenetlus on V jao punktis 2.1.

® Selektiivse isoleerimise anallilisi kirjeldatakse VI jao punktis A.4.

®) PCR rikastamismeetodeid kirjeldatakse VI jao punktis A.4.2 ja VI jao punktis A.6.

* Biotesti kirjeldatakse VI jao punktis A.9.

®) Tuupilise koloonia morfoloogia kirjeldus esitatakse Il jao punkti 3 alapunktis d.

) Saprofulitbakterid vdivad olla konkurendiks véi inhibiitoriks ja selle téttu vdib kasvatamine ebadnnestuda. Kui tekib kahtlus, et kérged
saprofiutbakterite populatsioonid voivad méjutada isoleerimise usaldusvaarsust, korratakse isoleerimisanallitisi parast proovi edasist
lahjendamist.

@) Haigusetekitaja R. solanacearum eeldatava puhaskultuuri saab usaldusvaéarselt kindlaks méérata, kasutades VI jao punktis B. kirjeldatud
anallitse.

©®) Patogeensusanaluisi kirjeldatakse VI jao punktis C.
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2.2.

Haigusetekitaja R. solanacearum avastamis- ja kindlaksmiiramismeetodid mullas
P&himatted

Kiesolevas jaos kirjeldatud valideeritud avastusmeetodeid kohaldatakse patogeeni avastamiseks mullaproovides,
kuid seda voib kasutada ka kartuli tahkete tootlemisjddtmete voi reoveesetete proovides. Tuleb siiski markida, et
need meetodid ei ole piisavalt tundlikud, et tagada haigusetekitaja Ralstonia solanacearum madalate ja/vdi ebaiihtla-
selt hajunud populatsioonide avastamine, mis vdivad esineda nende substraatide loomulikult saastunud proovides.

Negatiivsete tulemuste usaldusvaarsuse hindamisel ja seire kdigus patogeeni olemasolu voi puudumise kindlakste-
gemisel mullas voi setteis tuleb arvesse votta kidesoleva metoodika piiratud tundlikkust. Kdige usaldusvddrsem ana-
liiiis patogeeni olemasolu kindlakstegemiseks pollumullas on vastuvotliku peremeestaime istutamine ja selle
nakatumise jilgimine, ent isegi selle meetodiga ei avastata madalat nakkustaset.

Proovi ettevalmistamine

. Pollumullaproovide votmisel tuleks jirgida nematoodiproovi votmise iildpshimatteid. Kogutakse 0,5-1 kg mulda

proovi kohta 60 kohast 0,3 ha kohta 10-20 cm siigavuselt (v6i vorgustikul 7 x 7 meetrit). Kui kahtlustatakse
patogeeni olemasolu, suurendatakse kogumiskohtade arvu 120ni 0,3 ha kohta. Enne analiiiisimist hoitakse proove
temperatuuril 12-15 °C. Kartuli tootlemis- ja reoveesetete proove voetakse kokku 1 kg kohtadest, mis esindavad
analiiiisitavate setete kogumahtu. Iga proov segatakse enne analiitisimist hoolikalt.

10-25grammised mulla voi sette alaproovid dispergeeritakse poorleval loksutil (250 pooret minutis) kuni 2 tundi
60-150 milliliitris ekstraktsioonipuhvris (4. liide). 0,02 % Tween-20 ja 10-20 grammi steriilse kruusa lisamine
voib vajaduse korral dispersiooni holbustada.

. Analiiisimise ajal hoida suspensiooni temperatuuril 4 °C.

Analiiiisimine

Vaata diagrammi ja analiiiisikirjeldusi vastavates liidetes.

VI JAGU

HAIGUSETEKITAJA R. SOLANACEARUM AVASTAMISE JA KINDLAKSMAARAMISE OPTIMEERITUD

PROTOKOLLID

DIAGNOSTILISED JA AVASTAMISANALUUSID

Varrelima test

Haigusetekitaja R. solanacearum olemasolu nirbuvates kartuli-, tomati- ja teiste peremeestaimede vartes saab maa-
rata jargmise lihtsa eelanaliiisiga. Taimevars 16igatakse 14bi kohe iilalpool mullapinda. Loikepind suspendeeritakse
puhta veega katseklaasis. Jalgitakse iseloomulikku bakterilima niitide iseeneslikku eritumist 16igatud juhtkimpudest
mone minuti parast.

Polii-p-hiidroksiibutiiraadi graanulite tuvastamine

1. Mikroskoobi objektiklaasil valmistatakse die YPGA- voi SPA-s66tmel (2. liide) kasvatatud nakatunud koe
voi 48tunnise kultuuri bakterilimast.

2. Valmistatakse positiivsed kontrolldiged haigusetekitaja R. solanacearum’i biotiiiibi 2 tiivega ning vajaduse kor-
ral negatiivne kontrolldie teadaoleva PHB negatiivse liigiga.

3. Lastakse kuivada 6hu kies ja klaaside alumine pool tommatakse kiiresti labi leegi, et die fikseeruks.

4. Preparaat virvitakse kas Niiluse sinisega voi Sudaani mustaga ning vaadeldakse mikroskoobis jargmiselt.
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Virvimine Niiluse sinisega

a)  Klaasid ujutatakse iile Niiluse sinise A 1 % vesilahusega ja inkubeeritakse 10 minutit 55 °C juures.

b)  Virvilahus valatakse pealt dra. Loputatakse korraks tasaselt voolava kraanivee all. Liigne vesi eemaldatakse
kuivatuspaberiga.

o)  Aie ujutatakse iile dddikhappe 8 % vesilahusega ja inkubeeritakse 1 minut toatemperatuuril.

d) Loputatakse korraks tasaselt voolava kraanivee all. Liigne vesi eemaldatakse kuivatuspaberiga.

¢) Niisutatakse uuesti veetilgaga ja asetatakse peale katteklaas.

f)  Varvitud diet vaadeldakse mikroskoobis, millele on sobitatud epifluorestsentsvalgusallikas, 450 nm juures ning
kasutatakse oliimmersiooni 600-1 000kordsel suurendusel ja 6li- voi veeimmersiooni objektiivi.

g) Vaadeldakse ereoranzilt fluorestseeruvaid PHB graanuleid. Vaadeldakse ka altvalgusega valgusmikroskoobis,
et olla kindel, et graanulid on rakusisesed ning et rakumorfoloogia on R. solanacearum’i bakterirakkudele
tudipiline.

Varvimine Sudaani mustaga

a) Klaasid ujutatakse iile Sudaani musta 0,3 % lahusega 70 % etanoolis ja inkubeeritakse 10 minutit
toatemperatuuril.

b)  Virvilahus valatakse pealt dra ning loputatakse korraks kraanivee all, eemaldades liigse vee kuivatuspaberiga.

¢) Klaasid kastetakse lithikeseks ajaks ksiilooli ja kuivatatakse kuivatuspaberiga. Ettevaatust: ksiilool on ohtlik aine,
tuleb rakendada vajalikke ettevaatusabindusid ja tootada tombekapis

d) Klaasid ujutatakse iile 0,5 % (mass/maht) safraniini vesilahusega ja jaetakse 10 sekundiks toatemperatuuril seis-
ma. Ettevaatust: safraniin on ohtlik aine, tuleb rakendada vajalikke ettevaatusabindusid ja tiitada tombekapis.

e) Pestakse tasaselt voolava kraanivee all, kuivatatakse kuivatuspaberiga ning asctatakse peale katteklaas.

f)  Viarvitud digeid vaadeldakse valgusmikroskoobis, millel on iilekantud valgus, ja kasutatakse dliimmersiooni
1 000kordsel suurendusel ja dliimmersiooni objektiivi.

g) Vaadeldakse kahvatupunaseks virvunud rakuseintega R. solanacearum’i rakkudes esinevaid sinakasmusta var-
vusega PHB graanuleid.

Seroloogiline aglutinatsiooni analiiiis

R. solanacearum’i rakkude aglutinatsioon bakterilimas voi simptomaatilise koe ekstraktides on kdige paremini jdl-
gitav valideeritud antikehi kasutades (vt 3. liide), mis on konjugeeritud asjakohaste varviliste margistusainetega,
nagu punased Staphylococcus aureus’e rakud voi varvilised lateksiosakesed. Miitigil olevaid komplekte kasutades
(vt 3. liide) jargitakse tootja kasutamisjuhendeid. Muul juhul toimitakse jargnevalt:

a)  konjugeeritud antikehasuspensiooni ja bakterilima tilgad (ligikaudu 5 pl kumbagi) segatakse mitmeaknaliste
objektiklaaside aknaviljades;

b)  valmistatakse positiivsed ja negatiivsed kontrollproovid, kasutades R. solanacearum’i biotiiiibi 2 suspensioone
ja heteroloogset tiive;

¢) pdrast 15 sekundit drna segamist jlgitakse aglutinatsiooni positiivsetes proovides.
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4.1.

4.2.

Selektiivne isoleerimine

Selektiivsootmele vidljakilvamine

Merkus: enne selle meetodi esmakordset kasutamist tehakse eelanaliiiisid, et tagada milliliitri kohta R. solanacearum’i 10° kuni 10*
kolooniaid moodustavate osakeste taasavastamine, lisatuna varem negatiivsena analiiiisitud proovide ekstraktidele.

Kasutatakse nouetekohaselt valideeritud selektiivso6tmeid, nagu SMSA (muudetud Elphinstone et al., 1996; vt 2. liide).

Suurt tihelepanu nduab haigusetekitaja R. solanacearum eristamine teistest bakteritest, mille kolooniad vdivad kasvusoot-
mel areneda. Kui so6tmeplaadid on bakteritega tileasustatud voi leidub antagonistlikke baktereid, voib R. solanacearum’i
kolooniatel esineda ebatiiiipilist morfoloogiat. Vdistlevate voi antagonistlike bakterite maju kahtluse korral tuleks proovi
uuesti analiiiisida, kasutades erinevat analiiiisi.

See meetod on koige tundlikum virskete prooviekstraktide kasutamisel. Meetodit saab siiski kasutada ka ekstraktidega,
mida on siilitatud gliitserooli all temperatuuril — 68 kuni — 86 °C.

Positiivseteks kontrollproovideks valmistatakse kiimnekordne lahjendus virulentse Ralstonia solanacearum’i
biotiiiibi 2 suspensioonist, mille sisaldus on 10° kolooniaid moodustavat rakku milliliitri kohta (nt
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Igasuguse saastumise valtimiseks valmistatakse positiivsed kont-
rollproovid analiiiisitavatest proovidest tdiesti eraldi.

Iga uuesti valmistatud selektiivsootme partii kolblikkust patogeeni kasvatamiseks tuleks enne tavaproovide analiiii-
simist kontrollida.

Kontrollproove analiitisitakse samamoodi kui analiiiisitavat proovi (analiiiisitavaid proove).

Analiitisi labiviimiseks tehakse uuritava proovi lahjenduste véljakiilv sootmeplaatidele tagamaks, et saprofiititbak-
terite kolooniaid moodustavad populatsioonid on vilja lahjendatud. Sootmeplaadile kiilvatakse 50-100 pl proo-
viekstrakti ja igat lahjendust.

Sootmeplaate inkubeeritakse temperatuuril 28 °C. Tulemused loetakse 48 tunni pdrast ja seejdrel iga pdev kuni 6
pdeva jooksul. Taiipilised R. solanacearum’i kolooniad SMSA-so6tmel on piimjasvalged, lamedad, ebaiihtlase kujuga
ja fluidaalsed ning pédrast kolmepaevast inkubeerimist on nende virv keskel roosast veripunaseni, keskosas iseloo-
mulike spiraalsete keerdudega. (vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home /main).

Markus:  monikord tekivad sellel séotmel R. solanacearum’i ebatiitipilised kolooniad. Need véivad olla viiksed, iimmargused, taiesti
punast varvi ning mittefluidaalsed voi vaid osaliselt fluidaalsed, mistdttu on neid raske eristada saprofuiitbakterite
kolooniatest.

Eeldatavad R. solanacearum’i kolooniad puhastatakse pérast joonkiilvi voi lahjenduse laialikiilvamist tilds66tmele, et
saada isoleeritud kolooniad (vt 2. liide).

Kultuure siilitatakse lithikest aega steriilses vees (pH 68, kloorivaba) toatemperatuuril ja pimedas vdi pikemat aega
kriioprotektantses keskkonnas temperatuuril — 68 kuni — 86 °C vdi need liiofiliseeritakse.

Mairatakse kindlaks eeldatavad kultuurid (vt VI jao punkt B) ja tehakse patogeensusanaliiiis (vt VI jao punkt C).
Selektiivsidtme analiiiisi tulemuste tolgendamine

Selektiivsootme analiiiisi tulemus on negatiivne, kui parast kuuepdevast inkubeerimist ei ole kasvanud iihtki bak-
terkolooniat voi kui ei ole isoleeritud tiitipilisi R. solanacearum’i kolooniaid, tingimusel et teised vdistlevad voi anta-
gonistlikud bakterkolooniad ei pirsi R. solanacearum’i kasvu ning et tiiiipilised R. solanacearum’i kolooniad on
kasvanud vaid positiivsetel kontrollplaatidel.

Selektiivsootme analiitisi tulemus on positiivne, kui eraldatakse eeldatavad R. solanacearum’i kolooniad.
Rikastamismenetlus
Kasutatakse valideeritud rikastussoodet, ndaiteks Wilbrinki puljongit (vt 2.liide).

Seda menetlust voib kasutada R. solanacearum’i kolooniate valikuliseks suurendamiseks prooviekstraktides ja avastustundlik-
kuse tostmiseks. Samuti lahjendab see menetlus tohusalt PCR-reaktsiooni inhibiitoreid (1:100). Tuleb siiski mdrkida, et
R. solanacearum'i rikastamine voib ebadnnestuda sageli samaaegselt rikastatud saprofiiiitsete organismide voistlemise voi anta-
gonismi tottu. Seepdrast voib olla raske R. solanacearum’i isoleerimine rikastuspuljongi kultuuridest. Lisaks on ELISA-
analiliiside puhul soovitav kasutada pigem mono- kui poliiklonaalseid antikehi, sest seroloogiliselt seotud saprofiiiitbakterite
populatsioonid voivad suureneda.
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4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

5.1.

Rikastamis-PCRi tarvis pannakse 100 pl prooviekstrakti 10 ml rikastuspuljongisse (2. liide), mille alikvoot on DNA-
vabas katseklaasis voi kolvis. Rikastamis-ELISA tarvis voib kasutada prooviekstrakti suuremat sisaldust (nt 100 pl
ekstrakti 1,0 ml rikastuspuljongis).

Inkubeeritakse 27-30 °C juures 72 tundi loksutatava voi staatilise kultuurina, kusjuures kork on 15dvalt peal, et
tagada ohu juurdepdis.

Enne ELISA- voi PCR-analiiiisi tegemist segatakse hasti.

Rikastuspuljongit kasitatakse samamoodi kui proove eeltoodud analiiiisides.

Markus:  kui teatavate vdistlevate saprofiiiitbakterite suurte populatsioonide tdttu voib eeldada R. solanacearum’i rikastamise
inhibitsiooni, voib paremaid tulemusi anda prooviekstraktide rikastamine enne tsentrifuugimist voi muid
kontsentreerimisetappe.

IF-analiiiis

Pohimate

[F-analiiiisi tegemist peamise soelkatsena soovitatakse sellepérast, et see annab stabiilseid tulemusi noutavate piir-
vaartuste raames.

Kui peamise soelkatsena kasutatakse [F-analiiiisi ja IF tulemus on positiivne, tuleb teise sdelkatsena teha PCR- voi
FISH-analiiiis. Kui [F-analiiiisi kasutatakse teise sdelkatsena ja IF tulemus on positiivne, tuleb analiitisi 16pule viimi-
seks teha vastavalt diagrammile tdiendavaid analiitise.

Markus:  kasutatakse R. solanacearum’i antikehade valideeritud allikat (vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main). On soovitav mérata iga uue antikehapartii tiiter. Tiiter on korgeima kontsentratsiooniga lahus, mille juu-
res toimub optimaalne reaktsioon, kui tehakse analiiiisi suspensiooniga, mis sisaldab 10° kuni 10° bakteri R. solanacea-
rum 2 000. Analiiiiside kdigus tuleks kasutada antikehade to6lahuseid, mis on tiitri lihedal voi sellega vordsed.

Analiiiis tuleks teha varskelt tehtud prooviekstraktidega. Vajaduse korral saab seda edukalt teha ekstraktidega, mida on
siilitatud — 68 kuni — 86 °C juures gliitserooli all. Gliitserooli saab proovist eemaldada nii, et lisatakse 1 ml bakterisa-
deme puhvrit (4. liide), tsentrifuugitakse uuesti 15 minutit 7 000 g juures ja resuspendeeritakse bakterisademe puhvriga
vordesse mahtu. Seda ei ole tihti tarvis, eriti siis, kui proovid kinnitatakse objektiklaasidele leekmeetodil.

Tehakse vastavalt liitele 3B kartuliekstraktis ja soovi korral puhvris suspendeeritud bakteri R. solanacearum homoloogse
tiive voi mis tahes muu referenttiive eraldi positiivsed kontrollobjektiklaasid.

Voimaluse korral tuleks kasutada looduslikult nakatunud kude (mida on siilitatud liiofiliseerituna voi kiilmutatuna — 16
kuni — 24 °C juures) samalaadseks kontrolliks samal objektiklaasil.

Negatiivse kontrollina voib kasutada varem bakteri R. solanacearum negatiivse tulemuse andnud proovi alikvoote.

Positiivseid ja negatiivseid standardiseeritud kontrollaineid, mida saab kasutada nende analiiiiside puhul, on loetle-
tud 3. liites.

Kasutatakse mitmeaknalisi mikroskoobi alusklaase, millel on eelistatult kiimme vihemalt 6 mm libim6oduga
aknavilja.

Kontrollproove analiiiisitakse samamoodi kui analiiiisitavat proovi (analiitisitavaid proove).

Valmistatakse ette objektiklaasid, kasutades iiht jirgmistest meetoditest.

i)  Bakterisademe puhul, mille tirklisesade on suhteliselt vaike:

pipetitakse standardne kogus (6 mm diameetriga aknavilja jaoks on piisav kogus 15 pl, suuremate aknaval-
jade puhul suurendatakse kogust) 1/100 uuesti suspendeeritud kartulisadet esimesele aknale. Seejérel pipeti-
takse samasugune kogus lahustamata bakterisadet (1/1) rea iilejidnud akendele. Teist rida voib kasutada
duplikaadina voi teise proovi jaoks, nagu on ndidatud joonisel 1.
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i)  Muude bakterisademete korral:

valmistatakse uuesti suspendeeritud bakterisademest kiimnekordsed lahjendused (1/10 ja 1/100) sademepuhv-
risse. Pipetitakse sobiv kogus (6 mm diameetriga aknavilja jaoks on piisav kogus 15 pl, suuremate aknavil-
jade puhul suurendatakse kogust) uuesti suspendeeritud bakterisadet ja iga lahjendust aknaviljade reale. Teist
rida voib kasutada duplikaadina voi teise proovi jaoks, nagu on ndidatud joonisel 2.

5.2.  Piisad kuivatakse timbritseva 6hu temperatuuril voi neid soojendades temperatuurini 40-45 °C. Bakterirakud kin-
nitatakse objektiklaasile kuumutades (15 minutit 60 °C juures), leekmeetodil, 95 % etanooliga voi vastavalt antike-
hade tarnijate konkreetsetele juhistele.

Vajaduse korral voib kinnitatud objektiklaase sdilitada kitlmutatult kuivatusainet sisaldavas karbis voimalikult vihe
aega (kuni kolm kuud) enne jargmist analiiisi.

5.3. IF-meetod

i) Vastavalt punkti 5.1 alapunktis i kirjeldatud objektiklaasi valmistamisele

Valmistatakse rida kahekordseid lahjendusi. Esimeses augus peaks olema 1/2 tiitrist (T/2), teistes 1/4 tiitrist
(T/4), 1/2 tiitrist (T/2), tiiter (T) ja kahekordne tiiter (2T).

ii)  Vastavalt punkti 5.1 alapunktis ii kirjeldatud objektiklaasi valmistamisele

Valmistatakse antikehade to6lahjendus IF-puhvris. Té6lahjendus mdjutab spetsiifilisust. Joonis 1. Analiiiisi
objektiklaaside valmistamine vastavalt punkti 5.1

Joonis 1. Alapunktile i ja punkti 5.3 alapunktile i.

Uuesti suspendeeritud bakterisademe lahjendused

1/100 1/1 11 1/1 1/1 O  Uuesti suspendeeritud
bakterisademe lahjendus

(T = tiiter) T2 T4 T2 T 2T O  Antiseerumifantikehade
kahekordsed lahjendused

Proov 1 .1 .2 .3 .4 . 5

Proovi 1 duplikaat vdi proov

? .6 .7 .8 .9 .10

Joonis 2. Analiiiisi objektiklaaside valmistamine vastavalt punkti 5.1 alapunktile ii ja punkti 5.3 alapunktile ii.

Antiseerumi/antikehade to6lahused

11 1/10  1/100 tihi  tithi O  Uuesti suspendeeritud
bakterisademe
kiimnendlahjendused

Proov 1 .1 .2 .3 .4 . 5

Proovi 1 duplikaat vdi proov

? .6 .7 .8 .9 .10
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.4.4.

. Objektiklaasid asetatakse niiskele kuivatuspaberile. Iga aknavili kaetakse tdielikult antikehade lahjendus(t)ega. Igale

aknaviljale lisatud antikehade kogus peab olema vahemalt vordne objektiklaasile lisatud ekstrakti kogusega.

Kui antikehade tarnijalt ei ole konkreetseid juhiseid, tuleks kasutada jargmist meetodit.

. Objektiklaase inkubeeritakse niiskel paberil katte all 30 minutit imbritseva 6hu temperatuuril (18-25 °C).

. Igalt objektiklaasilt raputatakse piisad dra ja need loputatakse hoolikalt [F-puhvriga. Pestakse 5 minutit IF Tween-

puhvris (4. liide) ning seejarel [F-puhvris. Tuleks viltida aerosoolide ja piiskade iilakandumist, mis vdiks pohjustada
ristsaastumise. Kuivatuspaberiga kergelt kuivatades eemaldatakse ettevaatlikult liigne niiskus.

. Objektiklaasid asetatakse niiskele paberile. Aknaviljad kaetakse FITC-konjugaadi lahjendusega, mida kasutati tiitri

maidramisel. Aknaviljadele lisatud konjugaadi kogus peab olema sama, mis on antikehade kogus.

. Objektiklaase inkubeeritakse niiskel paberil katte all 30 minutit imbritseva 6hu temperatuuril (18-25 °C).

. Konjugaadi tilgad raputatakse objektiklaasilt maha. Loputatakse ja pestakse nagu eespool kirjeldatud (5.3.3).

Ettevaatlikult eemaldatakse liigne niiskus.

. Igasse aknavilja pipetitakse 5-10 pl 0,1 M fosfaatpuhverdatud gliitserooli (4. liide) v6i kaubanduslikult kdttesaada-

vat pleekimisvastast kattevedelikku ning objektiklaas kaetakse katteklaasiga.

[F-analiiiisi tulemused

Objektiklaase vaadeldakse mikroskoobis, millele on paigaldatud epifluorestsentsvalgusallikas ja sobilikud filtrid
tooks FITCga, ning kasutatakse oli- voi vesiimmersiooni suurendusel 500-1 000 korda. Aknavilju vaadeldakse risti
14bi kahe diameetri tdisnurga suhtes ja imber aknavilja vilisddre. Proovide puhul, kus ei paista iildse voi paistab
ainult vdga vihe rakke, vaadeldakse vahemalt 40 mikroskoobi vaatevilja.

Esialgu kontrollitakse positiivse tulemusega kontroll-objektiklaasi. Rakud peavad siravalt fluorestseeruma ja olema
taielikult varvunud kindlaksmaaratud antikehade tiitris voi to6lahjenduses. Kui fluorestseerumine ei ole téielik, tuleb
[F-analiiiisi (VI jao punkt A.5) korrata.

Vaadeldakse bakteri R. solanacearum iseloomuliku morfoloogiaga siravalt fluorestseeruvaid rakke objektiklaaside
aknaviljades (vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluorestseerumise intensiivsus
peaks olema ekvivalentne positiivse kontrolltiive omaga sama antikeha lahjenduse juures. Loplikult virvumata voi
norgalt fluorestseeruvad rakud jietakse korvale.

Mis tahes saastumiskahtluse korral tuleb analiiiisi korrata. Nditeks siis, kui partii koigil objektiklaasidel on positiiv-
seid rakke puhvri saastumise tottu voi kui leitakse positiivseid rakke objektiklaasi pinnal (véljaspool aknavilju).

Immunofluorestsentsanaliiiisi spetsiifilisuse tdttu on mitmeid probleeme. Kartuli basaalse tipusiidamiku ja varre
sademetes ilmuvad tdenéoliselt ebatiiiipilise morfoloogiaga fluorestseerivate rakkude taustpopulatsioonid ning bak-
teriga R. solanacearum sarnase suuruse ja morfoloogiaga ristuvalt reageerivad saprofiiitbakterid.

Arvesse voetakse ainult tiitipilise suuruse ja morfoloogiaga fluorestseeruvaid rakke punktis 5.3 esitatud antikehade
tiitris voi toolahjenduses.
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5.4.5. IF-tulemuste tdlgendamine

i) Kui objektiklaasi aknaviljal esineb morfoloogiliselt tuiipilisi eredalt fluorestseeruvaid rakke, mairatakse kesk-
mine rakkude arv mikroskoobi vaatevilja kohta ja arvutatakse tiiiipiliste rakkude arv milliliitris uuesti suspen-
deeritud bakterisademes (5. liide).

Proovi IF-tulemus on positiivne, kui seal on vdhemalt 5 x 107 titiipilist rakku uuesti suspendeeritud bakteri-
sademe milliliitris. Proovi loetakse saastumiskahtlusega prooviks ning tuleb teha lisaanaliiiise.

i)  Proovi IF-tulemus on negatiivne, kui seal on alla 5 x 10° rakku uuesti suspendeeritud bakterisademe millilii-
tris, ning proov loetakse negatiivseks. Lisaanaliiiise ei ole vaja teha.

PCR-analiiiis
Pohimaotted

Kui peamise soelkatsena kasutatakse PCR-analiiiisi ja tulemus on positiivne, tuleb teise kohustusliku sdelkatsena
teha isolatsiooni- vdi [F-analiiiis. Kui PCR-analiiiisi kasutatakse teise sdelkatsena ja tulemus on positiivne, tuleb
16pliku diagnoosi panemiseks teha vastavalt diagrammile tdiendavaid analiiiise.

Selle meetodi kasutamist peamise soelkatsena soovitatakse ainult siis, kui on olemas eriteadmised.

Merkus: ~ eelanaliiiisid sellel meetodil peaksid véimaldama taasavastada 10 kuni 10* bakteri R. solanacearum rakku milliliitris lisa-
tuna varem negatiivse tulemuse andnud prooviekstraktidele. Maksimaalse tundlikkuse ja spetsiifilisuse saavutamiseks ki-
gis laborites voib olla vajalik teha optimeerimisanaliiiise.

Kasutatakse nouetekohaselt valideeritud PCR-reaktiive ja protokolle (vt 6. liide). Eelistatavalt valitakse sisekontrol-
liga meetod.

Proovi sihtmirgi DNAga saastumise véltimiseks kasutatakse kohaseid ettevaatusabindusid. PCR-analiiiisi peaksid
tegema kogenud tehnikud spetsiaalsetes molekulaarbioloogia laborites, et minimeerida sihtmirgi DNAga saastu-
mise voimalust.

DNA ekstraheerimise ja PCR-menetluse negatiivseid kontrolle tuleks alati kisitleda menetluses viimaste proovide-
na, et niidata, kas on toimunud DNA iilekandmist.

PCR-analiiiisi tuleks kaasata jargmised negatiivsed kontrollid:

—  prooviekstrakt, mis andis varem bakteri R. solanacearum osas negatiivse tulemuse,

— kontrollpuhvrid, mida kasutati bakterite ja DNA eraldamisel proovist,

— PCR-reaktsioonisegu.

Tuleks kaasata jargmised positiivsed kontrollid:

— resuspendeeritud bakterisegude alikvoodid, millele on lisatud bakterit R. solanacearum (valmistamist vt liites 3 B),

—  bakteri R. solanacearum virulentse isolaadi (nditeks NCPPB 4156 vdi PD 2762 voi CFBP 3857) vesisuspensi-
oon (10° rakku milliliitris) (vt liide 3 B),

— voimaluse korral kasutatakse PCR-analiiiisis ka positiivsetest kontrollproovidest saadud DNAd.

Voimaliku saastumise viltimiseks valmistatakse positiivsed kontrollid analiiiisitavatest proovidest eraldi
keskkonnas.

Prooviekstraktid peaksid olema vdimalikult mullavabad. Seepirast on teatavatel juhtudel soovitav valmistada ekst-
raktid pestud kartulitest, kui soovitakse kasutada PCR-protokolle.

Positiivsed ja negatiivsed standardiseeritud kontrollained, mida saab kasutada nende analiiiiside puhul, on loetletud
3. liites.
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6.1.

DNA puhastamise meetodid

Kasutatakse eespool kirjeldatud positiivseid ja negatiivseid kontrollproove (vt 3. liide).

Kontrollproove analiitisitakse samamoodi kui proovi (proove).

Sihtmargi DNA eraldamiseks komplekssetest prooviainetest on voimalik kasutada erinevaid meetodeid, mille kii-
gus eemaldatakse PCRi inhibiitorid ja muud ensiimaatilised reaktsioonid ning kontsentreeritakse prooviekstraktis
sihtmargi DNA. Jargmiseid meetodeid on optimeeritud 6. liites esitatud valideeritud PCR-meetoditega kasutamiseks.

a) Pastriki (2000) meetod

1)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

Pipetitakse 220 pl ladisipuhvrit (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) 1,5 ml
Eppendorfi topsi.

Lisatakse 100 pl prooviekstrakti ja pannakse 10 minutiks kuumutusplokile voi vesivanni 95 °C juures.
Tops pannakse 5 minutiks jaile.

Lisatakse 80 pl lisosiiiimi pohilahust (50 mg lisostiimi ml kohta 10 mM Tris HCI, pH 8,0) ja inkubeeri-
takse 30 minutit 37 °C juures.

Lisatakse 220 pl Easy DNA® lahust A (Invitrogen), segatakse histi segistil ja inkubeeritakse 30 minutit
65 °C juures.

Lisatakse 100 pl Easy DNA® lahust B (Invitrogen), segatakse tugevalt, kuni sade valgub topsis vabalt ja
proov on {iihtlaselt viskoosne.

Lisatakse 500 pl kloroformi ja segatakse segistil viskoossuse kadumiseni ja homogeense segu saamiseni.

Faaside eraldamiseks ja interfaasi moodustamiseks tsentrifuugitakse 15 000 g juures 20 minutit tempera-
tuuril 4 °C.

Ulemine faas kantakse iile puhtasse Eppendorfi topsi.
Tsentrifuugitakse 20 minutit 15 000 g juures temperatuuril 4 °C ja eemaldatakse etanool bakterisademest.
Lisatakse 500 pl 80 % etanooli (- 20 °C) ja segatakse, poorates topsi pohjaga iilespoole.

Tsentrifuugitakse 10 minutit 15 000 g juures temperatuuril 4 °C, bakterisade hoitakse alles ja eemalda-
takse etanool.

Bakterisademel lastakse kuivada 6hu kies voi seadmes DNA Speed Vac.

Bakterisade resuspendeeritakse 100 pl steriilses ultrapuhtas vees ja jietakse toatemperatuuril seisma vihe-
malt 20 minutiks.

Sailitatakse — 20 °C juures kuni PCR-analiiiisi tegemiseni.

Igasugune valge sade tsentrifuugitakse alla ja kasutatakse 5 pl supernatanti, mis sisaldab DNAd PCR-
analiiiisi tarvis.

b) Muud meetodid

Voib kasutada muid DNA eraldamise meetodeid (niiteks Qiagen DNeasy Plant Kit), eeldusel et need sama t6hu-
salt puhastuvad vilja DNA kontrollproovidest, mis sisaldavad 10 kuni 10* patogeeni rakku milliliitris.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.3.1.

PCR-analiiiis

Valmistatakse ette PCR-analiitisi analiiiisi- ja kontrollmatriitsid vastavalt valideeritud protokollile (VI jao punkt A.6).
Valmistatakse proovi DNA ekstrakti iiks kiimnendlahjendus (1:10 ultrapuhtas vees).

Saastevabas keskkonnas valmistatakse kohane PCR-reaktsioonisegu vastavalt avaldatud protokollile (6. liide). Voi-
maluse korral soovitatakse kasutada mitmekordseid PCR-protokolle sisemise PCR-kontrolliga.

Lisatakse 2-5 pl DNA ekstrakti 25 pl PCR-reaktsioonisegu kohta steriilsetes PCR-katseklaasides vastavalt PCR-
protokollidele (vt 6. liide).

Voetakse ainult PCR-reaktsioonisegu sisaldav negatiivne kontrollproov ja proovi kohta lisatakse sama ultrapuhta
vee allikat, mida kasutati PCR-segus.

Katseklaasid pannakse samasse termotsiiklerisse, mida kasutati eelanaliitisi tegemisel, ning see pannakse t6le koha-
selt optimeeritud PCR-programmis (6. liide).

PCR-produkti analiiiis

PCR-amplikonid eraldatakse agaroosgeelelektroforeesi teel. Voetakse igast proovist vahemalt 12 pl paljundatud DNA
reaktsioonisegu, mis on segatud 3 pl tditepuhvriga (6. liide) 2,0 %lises agaroosgeelis trisatsetaat-EDTA (TAE) puhv-
ris (6. liide) 5-8 V/cm. Kasutatakse kohast DNA markerit, niiteks 100 aluspaari.

. DNA ribad tuuakse esile, virvides neid eetiumbromiidiga (0,5 mg liitris) 30—-60 minutit, vottes kohaseid ettevaatus-

abindusid selle mutageeni kaitlemisel.

. Virvunud geeli vaadeldakse lithilaine ultraviolett valgustusallikaga (\ = 302 nm) oodatava suurusega amplifitseeru-

nud PCR-produktide (6. liide) leidmiseks ja need dokumenteeritakse.

Koigi uute leidude/juhtumite korral tdendatakse PCR-amplikoni usaldatavust iilejadnud amplifitseeritud DNA proovi
restriktsiooniensiiiimi analiiiisiga, inkubeerides optimaalsel temperatuuril ja optimaalse aja jooksul kohase enstitimi
ja puhvriga (vt 6. liide). Lahustunud fragmendid eraldatakse elektroforeesil agaroosgeelis nagu varem ja vaadel-
dakse pirast varvimist eetiumbromiidiga ultraviolett valgustusallikaga iseloomulikku restriktsioonifragmendi pilti
ning vorreldakse seda lahustamata ja lahustunud positiivse kontrolliga.

PCR-analiiiisi tulemuse tolgendamine

PCR-analiiiis on negatiivne, kui kdnealuses proovis ei avastata bakterile R. solanacearum spetsiifilist PCR-amplikoni,
kuid see avastatakse kdigis positiivse kontrolli proovides (mitmekordse PCR-produkti puhul, millel on taimele spet-
siifilised sisekontrolli praimerid: oodatava suurusega teine PCR-produkt peab amplifeeruma kdnealuse prooviga).

PCR-analiiiis on positiivne, kui avastatakse oodatava suuruse ja restriktsioonipildiga (kui see on ndutav) bakterile
R. solanacearum spetsiifiline PCR-amplikon, eeldusel et see ei amplifitseerunud monest negatiivse kontrolli proovist.
Positiivse tulemuse usaldusvairse kinnituse saab ka siis, kui analiiiisi korratakse teiste PCR-praimeritega (6. liide).

Mirkus:  PCR inhibeerumist voib kahtlustada siis, kui oodatav amplikon saadakse positiivse kontrolli proovist, mis sisaldab bak-
terit R. solanacearum vees, kuid negatiivseid tulemusi saadakse positiivsetest kontrollidest, mis sisaldavad bakterit
R. solanacearum kartuliekstraktis. Mitmekordsetes PCR-protokollides sisemiste PCR-konrollidega viitab reaktsiooni inhi-
beerumisele see, kui ei saada kumbagi amplikoni.

Saastumist voib kahtlustada siis, kui oodatav amplikon saadakse tthest voi mitmest negatiivsest kontrollist.
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7.1.

FISH-analiiiis
Pohimate

Kui esimese sdelkatsena kasutatakse FISH-analiiiisi ja tulemus on positiivne, tuleb teise kohustusliku sdelkatsena
teha isolatsiooni- voi IF-analiitis. Kui FISH-analiiiisi kasutatakse teise soelkatsena ja tulemus on positiivne, tuleb
1opliku diagnoosi panemiseks teha vastavalt diagrammile tdiendavaid analiiiise.

Markus:  kasutatakse valideeritud bakterile R. solanacearum spetsiifilisi oligosonde (vt 7. liide). Eelanaliiiisid sellel meetodil peaksid

vdimaldama taasavastada varem negatiivse tulemuse andnud prooviekstraktidele lisatud vihemalt 10°-10* bakteri R.
solanacearum rakku milliliitris.

Jargmist meetodit tuleks eelistatavalt kasutada vérskelt valmistatud prooviekstraktiga, kuid seda voib edukalt kasu-
tada ka prooviekstraktiga, mida on siilitatud gliitserooli all temperatuuril — 16 kuni — 24 °C v6i — 68 kuni — 86 °C.

Negatiivse kontrollina kasutatakse sama proovi alikvoote, mis andsid varem bakteri R. solanacearum negatiivse
tulemuse.

Positiivseteks kontrollideks valmistatakse 3-5 pdeva vanusest bakteri R. solanacearum biotiitibi 2 kultuurist (néiteks
tiivi NCPPB 4156 voi PD 2762 voi CFBP 3857, vt 3. liide) suspensioonid, mis sisaldavad 10° kuni 10° rakku
milliliitri kohta 0,01 M fosfaatpuhvris. Valmistatakse vastavalt liitele 3 B kartuliekstraktis suspendeeritud bakteri
R. solanacearum homoloogse tiive voi mis tahes muu referenttiive eraldi positiivsed kontrollobjektiklaasid.

FITC-vdrvainega konjugeeritud eubakteriaalsete oligoproovide kasutamine vdimaldab kontrollida hiibridisatsiooni-
protsessi, sest see virvib kdik proovis olevad eubakterid.

Positiivne ja negatiivne standardiseeritud kontrollmaterjal, mida saab kasutada nende analiiiiside puhul, on loetle-
tud 3. liite punktis A.

Kontrollmaterjali analiiiisitakse samamoodi kui proovi (proove).
Kartuliekstrakti fikseerimine

Jargmine protokoll pohineb allikal Wullings et al. (1998).

. Valmistatakse kinnitilahus (vt 7. liide).
. Igast prooviekstraktist pipetitakse 100 pl Eppendorfi topsi ja tsentrifuugitakse 7 minutit 7 000 g juures.

. Eemaldatakse supernatant ja bakterisade lahustatakse 200 pl kinnitis, mis valmistati kuni 24 tundi varem. Loksu-

tatakse vorteksil ja inkubeeritakse 1 tund killmikus.

. Tsentrifuugitakse 7 minutit 7 000 g juures, eemaldatakse supernatant ja bakterisade resuspendeeritakse 75 pl 0,01 M

fosfaatpuhvris (vt 7. liide).

. Fikseeritud suspensioonidest tilgutatakse 16 pl puhtale mitmeaknalisele objektiklaasile vastavalt joonisele 7.1. Igale

objektiklaasile pannakse 2 erinevat lahjendamata proovi ning 10 pl kasutatakse 1:100 lahjenduse tegemiseks (0,01 M
fosfaatpuhvris). Ulejddnud proovilahust (49 pl), millele on eelnevalt lisatud 1 maht 96 % etanooli, voib siilitada
—20 °C juures. Juhul kui FISH-analiiiisi tuleb uuesti teha, eemaldatakse etanool tsentrifugeerimise teel ja lisatakse
sellega vordne kogus 0,01 fosfaatpuhvrit (loksutakse vorteksil).

Joonis 7.1. FISH-objektiklaasi joonis

Proov 1 Tiihi Tiihi Tiihi Proov 2
aknavili 1 aknavili 2 aknavili 3 aknavili 4 aknavili 5
Proov 1 Tiihi Tiihi Tiihi Proov 2
aknavili 6 aknavili 7 aknavili 8 aknavili 9 aknavili 10
Katteklaas 1 Katteklaas 2
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.2.5.

7.2.6.

7.2.7.

7.2.8.

7.2.9.

7.3.

. Objektiklaasid kuivatatakse 6hu kies (voi objektiklaaside kuivatis 37 °C juures) ja fikseeritakse, kuumutades klaase

labi leegi.

Selles etapis voib menetluse katkestada ja jdtkata hiibridiseerimist jargmisel pdeval. Objektiklaase tuleb hoida tol-
muvabas ja kuivas kohas toatemperatuuril.

Hiibridiseerimine

Rakud veetustatakse 50 %, 80 % ja 96 % etanooli reas, igas etapis 1 minut. Objektiklaasid kuivatatakse objektiklaa-
side hoidikul 8hu kies.

Valmistatakse ette niiske inkubatsioonikamber, kattes dhukindla kasti pdhja kuivatus- voi filterpaberiga, mis on
kastetud 1x hybmix-lahusesse (7. liide). Kast eelinkubeeritakse hiibridisatsiooniahjus 45 °C juures vdhemalt 10
minutit.

Pannakse 10 pl hiibridisatsioonilahust (7. liide) 8 aknavilja (aknaviljad 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 ja 10, vt joonis 7.1) igale
objektiklaasile, jattes kaks keskmist aknavilja (3 ja 8) tithjaks.

Esimesele ja viimasele neljale aknale asetatakse katteklaas (24 x 24 mm) nii, et vahele ei jad ohku. Objektiklaasid
pannakse eelsoojendatud niiskesse kambrisse ja hiibridiseeritakse 5 tunni jooksul ahjus 45 °C juures pimedas.

Valmistatakse ette 3 keeduklaasi, mis sisaldavad 11 Milli Q (molekulaarbioloogias kasutatava puhtusastmega) vett,
11 1x hybmix-lahust (334 ml 3x hybmix-lahust ja 666 ml Milli Q vett) ja 11 1/8x hybmix-lahust (42 ml 3x hybmix-
lahust ja 958 ml molekulaarbioloogias kasutatavat vett). Iga keeduklaasi eelinkubeeritakse vesivannis 45 °C juures.

Objektiklaasidelt eemaldatakse katteklaasid ja objektiklaasid asetatakse objektiklaaside hoidikule.
Ulemairane oligoproov pestakse ra, inkubeerides 15 minutit 45 °C juures keeduklaasis, milles on 1x hybmix-lahus.

Objektiklaaside hoidik pannakse 1/8 hybmix-pesulahusesse ja inkubeeritakse veel 15 minutit.

Objektiklaasid kastetakse lithidalt Milli Q vette ja pannakse filterpaberile. Liigne niiskus eemaldatakse, kattes pinna
ornalt filterpaberiga. Igale aknavaljale pipetitakse 5-10 pl pleckimisvastast kattevedelikku (niiteks Vectashield, Vecta
Laboratories, CA, USA v6i samavidrset) ja iile terve objektiklaasi pannakse suur katteklaas (24 x 60 mm).

FISH-analiiiisi tulemused

. Objektiklaase vaadeldakse viivitamatult mikroskoobis, millele on paigaldatud epifluorestsentsvalgusallikas ja kasu-

tatakse dliimmersiooni suurendusel 630 voi 1 000 korda. Fluorestseiinisotiotsiianaadile (FITC) sobiva filtriga vér-
vuvad proovis olevad eubakterite rakud (sealhulgas enamik gramnegatiivseid rakke) fluorestseeruvroheliseks.
Kasutades tetrametiiiilrodamiin-5-isotiotsiianaadile sobivat filtrit, paistavad bakteri R. solanacearum Cy3-ga virvu-
nud rakud fluorestseeruvpunastena. Raku morfoloogiat vorreldakse positiivsete kontrollidega. Rakukestad peavad
eredalt fluorestseeruma ja olema téielikult varvunud. Kui fluorestseerumine ei ole tdielik, tuleb FISH-analiiiisi (VI jao
punkt A.7) korrata. Aknavilju vaadeldakse risti ldbi kahe diameetri tdisnurga suhtes ja imber aknavilja valisdare.
Proovide puhul, kus ei paista iildse vdi paistab ainult vdga vihe rakke, vaadeldakse vihemalt 40 mikroskoobi
vaatevilja.

. Vaadeldakse bakteri R. solanacearum iseloomuliku morfoloogiaga eredalt fluorestseeruvaid rakke objektiklaaside

aknaviljades (vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluorestseerumise intensiivsus
peab olema positiivse kontrolli fluorestseerumise intensiivsusega vordne voi sellest parem. Ldplikult virvumata voi
ndrgalt fluorestseeruvad rakud jdetakse korvale.

. Mis tahes saastumiskahtluse korral tuleb analiiiisi korrata. Naiteks siis, kui partii kdigil objektiklaasidel on positiiv-

seid rakke puhvri saastumise tottu voi kui leitakse positiivseid rakke objektiklaasi pinnal (viljaspool aknavilju).



27.7.2006

Euroopa Liidu Teataja

L 206/69

7.3.4. FISH-analiiiisi spetsiifilisuse tottu on mitmeid probleeme. Kartuli basaalse tipusiidamiku ja varreosa kontsentreeri-
tud bakterisademetes vdib esineda ebatiiiipilise morfoloogiaga fluorestseeruvate rakkude taustpopulatsioone ning
bakteriga R. solanacearum sarnase suuruse ja morfoloogiaga ristuvalt reageerivaid saprofiiiitbaktereid, kuigi palju
harvem kui IF-analiiiisis.

7.3.5. Arvesse vOetakse iiksnes tiitipilise suuruse ja morfoloogiaga fluorestseeruvaid rakke.

7.3.6. FISH-analiiiisi tulemuse tdlgendamine

FISH-analiiiisi valiidsed tulemused saadakse siis, kui FITC-filtrit kasutades vaadeldakse bakterile R. solanacea-
rum omase suuruse ja tiiiipilise morfoloogiaga ererohelisi fluorestseeruvaid rakke ja rodamiinfiltrit kasutades
erepunaseid fluorestseeruvaid rakke kdigis positiivsetes kontrollides ja mitte ttheski negatiivses kontrollis. Kui
objektiklaasi aknaviljal esineb morfoloogiliselt tiiiipilisi eredalt fluorestseeruvaid rakke, maaratakse keskmine
rakkude arv mikroskoobi vaatevilja kohta ja arvutatakse tiitipiliste rakkude arv resuspendeeritud bakterisa-
deme milliliitris (4. liide). Saastumiskahtlusega proovideks loetakse proove, milles on vahemalt 5 x 107 tiiii-
pilist rakku resuspendeeritud bakterisademe milliliitris. Tuleb teha tdiendavaid analiiiise. Proovid, milles on
alla 5 x 10 tiiiipilise raku uuesti suspendeeritud bakterisadema milliliitris, loetakse negatiivseteks.

FISH-analiiiis on negatiivne siis, kui rodamiinfiltrit kasutades ei vaadelda bakterile R. solanacearum omase suu-
ruse ja tiitipilise morfoloogiaga erepunaseid fluorestseeruvaid rakke, tingimusel et rodamiinfiltrit kasutades
vaadeldakse erepunaseid fluorestseeruvaid rakke positiivsete kontrollide preparaatides.

8. ELISA-analiiiis

Pohimate

Suhteliselt madala tundlikkuse tottu voib ELISA-analiiiisi kasutada vabatahliku lisana IF-, PCR- voi FISH-analiidisile.
DASI ELISA kasutamisel on rikastamine ja monokloonsete antikehade kasutamine kohustuslik (vt veebileht
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Proovide rikastamine enne ELISA-analiiiisi vdib olla ana-
liitisi tundlikkuse tostmiseks kasulik, kuid see voib ebadnnestuda teiste vdistlevate organismide tdttu proovis.

Mirkus:  kasutatakse R. solanacearum’i antikehade valideeritud allikat (vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco|

Home/main). On soovitav médérata iga uue antikehapartii tiiter. Tiiter on korgeima kontsentratsiooniga lahus, mille juu-
res toimub optimaalne reaktsioon, kui tehakse analiiiisi suspensiooniga, mis sisaldab 10° kuni 10° bakteri R. solanacea-
rum homoloogse tiive rakku milliliitris, ja kasutatakse kohast sekundaarse antikeha konjugaati vastavalt tootja soovitustele.
Analiiiiside kaigus tuleks kasutada antikehade lahjendusi, mis on kaubandusliku valmistise tiitri ldhedal voi sellega vordsed.
Miiratakse antikehade tiiter, kasutades R. solanacearum’i homoloogse tiive suspensiooni sisaldusega 10° kuni 10° rakku
milliliitri kohta.

Negatiivsete kontrollidena kasutatakse prooviekstrakti, mis andis varem bakteri R. solanacearum osas negatiivse tulemuse,
ja ristuvalt mittereageeriva bakteri suspensiooni fosfaatpuhvri lisandiga keedusoolalahuses (PBS).

Positiivse kontrollina kasutatakse sama proovi alikvoote, mis andsid varem negatiivse tulemuse segatuna bakteri R. sola-
nacearum biotiiiibi 2 titvedega 10° kuni 10* rakku milliliitris (niiteks titvi NCPPB 4156 vdi PD 2762 vdi CFBP 3857, vt
2. liite punktid A ja B). Tulemuste vdrdlemiseks kasutatakse kdigil sdotmeplaatidel R. solanacearum’i standardlahust 10°
kuni 10° rakku milliliitris fosfaatpuhvri lisandiga keedusoolalahuses (PBS). Positiivsed kontrollid peavad olema mikrotii-
terplaadil kindlalt eraldatud analiiiisitavast proovist (analiiiisitavatest proovidest).

Positiivne ja negatiivne standardiseeritud kontrollmaterjal, mida saab kasutada nende analiitiside puhul on loetletud 3. liite
punktis A.

Kontrollmaterjali analiiiisitakse samamoodi kui proovi (proove).

Valideeritud on kaks ELISA protokolli.

a)

Kaudne ELISA (Robinson-Smith et al., 1995)

1)  Voetakse 100-200 pl prooviekstrakti alikvooti. (Kuumutamine 4 minuti jooksul temperatuuril 100 °C vesi-
vannis voi kuumutusplokil voib monel juhul vihendada mittespetsiifilisi tulemusi.)

2) Lisatakse samaviirne kogus kahekordset kattepuhvrit (4. liide) ja loksutatakse vorteksil.

3)  Igast proovist moddetakse vahemalt 100 pl kahte mikrotiiterplaadi auku (nt Nunc-Polysorp voi samavaar-
ne) ja inkubeeritakse tiks tund 37 °C juures vdi 66 jooksul 4 °C juures.
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10)

Jarsu loogiga raputatakse ekstrakt plaadiaukudest vilja. Auke pestakse kolm korda PBS-Tweeniga (4. lii-
de), jdttes viimase pesukorra lahuse vihemalt viieks minutiks plaadiaukudesse.

Valmistatakse R. solanacearum’i antikehade sobiv lahjendus blokeerimispuhvrisse (4. liide). Valideeritud,
miitigil olevate antikehade puhul kasutatakse soovitatud lahjendust (tavaliselt kaks korda kontsentreeri-
tum kui tiiter).

Lisatakse 100 pl igasse auku ja inkubeeritakse iiks tund 37 °C juures.

Jarsu 160giga raputatakse antikehalahus plaadiaukudest vilja, auke pestakse, nagu on eespool kirjeldatud
(alapunkt 4).

Valmistatakse sekundaarse antikeha leeliselise fosfataaskonjugaadi sobiv lahjendus blokeerimispuhvrisse.
Lisatakse 100 pl igasse auku ja inkubeeritakse iiks tund 37 °C juures.

Jarsu loogiga raputatakse konjugeeritud antikeha plaadiaukudest vilja, auke pestakse, nagu on eespool kir-
jeldatud (alapunkt 4).

Lisatakse 100 pl leeliselise fosfataassubstraadi lahust (4. liide) igasse auku. Inkubeeritakse pimedas toatem-
peratuuril ja mdddetakse neeldumist lainepikkusel 405 nm korrapiraste ajavahemike jarel 90 minuti
jooksul.

b) DASI ELISA

—_

)

Valmistatakse R. solanacearum’i médramiseks poliikloonsete antikehade sobiv lahjendus kattepuhvris pH
9,6 (4. liide). Igasse auku lisatakse 200 pl. Inkubeeritakse 4-5 tundi 37 °C juures v6i 16 tundi 4 °C juures.

Auke pestakse kolm korda PBS-Tweeniga (4. liide).

Lisatakse 190 pl prooviekstrakti vihemalt kahte auku. Positiivseid ja negatiivseid kontrolle lisatakse kum-
bagi kahte auku igal plaadil. Inkubeeritakse 16 tundi 4 °C juures.

Auke pestakse kolm korda PBS-Tweeniga (4. liide).

Valmistatakse R. solanacearum’i mddramiseks spetsiifiliste monokloonsete antikehade sobiv lahjendus
fosfaatpuhvri lisandiga keedusoolalahuses (PBS) (4. liide), mis sisaldab ka 0,5 % veise albumiinseerumit
(BSA), ja lisatakse 190 pl igasse auku. Inkubeeritakse 2 tundi 37 °C juures.

Auke pestakse kolm korda PBS-Tweeniga (4. liide).

Valmistatakse hiirevastase immunoglobuliini sobiv lahus, mis on konjugeeritud leeliselise fosfataassubs-
traadiga fosfaatpuhvri lisandiga keedusoolalahuses (PBS). Igasse auku lisatakse 190 pl. Inkubeeritakse 2
tundi 37 °C juures.

Auke pestakse kolm korda PBS-Tweeniga (4. liide).

Valmistatakse leeliseline fosfataassubstraadilahus, mis sisaldab 1 mg p-nitrofeniiiilfosfaati substraatpuhvri
milliliitri kohta (4. liide). Igasse auku lisatakse 200 pl. Inkubeeritakse pimedas toatemperatuuril ja modde-
takse neeldumist lainepikkusel 40 nm korrapiraste ajavahemike jarel 90 minuti jooksul.

ELISA-analiiiisi tulemuste tolgendamine

ELISA-analiiiis on negatiivne, kui kahe proovi augu arvutatud keskmine optiline tihedus on viiksem kui negatiivse
kontrolli prooviekstrakti augu kahekordse optilise tiheduse véirtus, tingimusel et kdigi positiivsete kontrollide opti-
line tihedus on ile 1,0 (parast 90minutilist inkubatsiooni substraadis) ning see on suurem kui negatiivsete proo-
viekstraktide kahekordne optiline tihedus.

ELISA-analiiiis on positiivne, kui kahe proovi augu arvutatud keskmine optiline tihedus on suurem kui negatiivse
kontrolli prooviekstrakti augu kahekordse optilise tiheduse véirtus, tingimusel et kdigi negatiivse kontolli aukude
optiline tihedus on viiksem kui positiivse kontrolli aukude kahekordne optiline tihedus.



27.7.2006 Euroopa Liidu Teataja L 206/71

ELISA-analiiiisi positiivse kontrolli aukude negatiivsed ndidud osutavad, et analiiiis ei ole korrektselt 1abi viidud voi
seda on inhibeeritud. ELISA-analiitisi negatiivse kontrolli aukude positiivsed ndidud osutavad, et on toimunud rist-
saastumine vOi mittespetsiifiline antikehade sidumine.

9. Biotest

Markus: eelanaliiiisid sellel meetodil peaksid véimaldama reprodutseeritavalt avastada varem negatiivse tulemuse andnud proovieks-
traktidele lisatud 10° kuni 10* bakteri R. solanacearum kolooniaid moodustavat iiksust milliliitris (valmistamist vt 2. liites).

Suurimat avastustundlikkust voib loota siis, kui kasutatakse dsja valmistatud prooviekstrakti ja optimaalseid kasvu-
tingimusi. Meetodit saab siiski kasutada edukalt nende ekstraktidega, mida on siilitatud gliitserooli all temperatuu-
ril — 68 kuni — 86 °C.

Jargneva protokolli aluseks on Janse (1988).

9.1.  Iga proovi kohta voetakse kiimme tundliku tomatisordi (nt “Moneymaker” voi sort, mille tundlikkuse on testlabor
médranud olevat samavidrse) testtaime, millel on vilja kasvanud 3. parisleht. Andmed kultuuris kasvatamise kohta
on 8. liites. Teise voimalusena voib kasutada baklazaani (nt sort “Black Beauty” voi samasuguse tundlikkusega sort),
kasutatakse ainult neid taimi, mis on 2-3 lehe faasis kuni kolmanda parislehe taieliku viljakasvamiseni. On ilmne-
nud, et baklazaanil on siimptomid vihem tdsised ja arenevad aeglasemalt. Seetdttu soovitatakse voimaluse korral
kasutada tomatiseemikuid.

9.2. 100 pl prooviekstrakti jagatakse testtaimede vahel.

9.2.1. Inokulatsioon siistla abil

Taimede varsi inokuleeritakse idulehtede kohal hiipodermilise ndelaga siistlaga (vihemalt 23G). Proov jaotatakse
testtaimede vahel.

9.2.2. Inokulatsioon sisseldike kaudu

Taime kahe sorme vahel hoides pipetitakse suspendeeritud bakterisademe tilk (ligikaudu 5-10 pl) varrele iduleh-
tede ja esimese lehe vahele.

Steriilse skalpelliga tehakse 1 cm pikkune diagonaalne sisseldige, mille stigavus on ligikaudu 2/3 varre paksusest,
alustades sisseldiget bakterisademe tilga kohast.

Sisseldige kaetakse siistla abil steriilse vaseliiniga.

9.3.  Samal viisil nakatatakse viis taime 48tunnise virulentse R. solanacearum biotiiiibi 2 vesisuspensiooniga 10° kuni
10° rakku milliliitri kohta, mis on positiivseks kontrolliks, ning negatiivseks kontrolliks nakatatakse taimi bakteri-
sademe puhvriga (4. liide). Positiivsed ja negatiivsed kontrolltaimed tuleb teistest taimedest isoleerida, et valtida
ristnakatumist.

9.4.  Testtaimi kasvatatakse karantiiniruumides kuni neli nadalat 25-30 °C ja korge suhtelise niiskuse juures ja neid kas-
tetakse nii, et ei tekiks iilekastmist voi taimede niarbumist veepuuduse tdttu. Saastumise valtimiseks inkubeeritakse
positiivseid ja negatiivseid kontrolltaimi selgelt eraldatud lavadel kasvuhoones voi kasvukambris v6i, kui ruumi on
vihe, tagatakse rangelt eristatus to6tlemiste vahel. Kui erinevate proovide taimi tuleb inkubeerida lahestikku, eral-
datakse need kohaste varjetega. Vietamisel, kastmisel, kontrollimisel ja mis tahes muude tegevuste juures poora-
takse suurt tdhelepanu ristsaastumise valtimisele. Oluline on puhastada kasvuhooned ja kasvukambrid koigist
putukkahjureist, sest need voivad kanda bakteri tihelt taimelt teisele.

Jalgitakse narbumise, lehtede keerdumise, kloroosi ja/voi kingumise tundemarke.
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9.5.

9.6.

9.7.

2.1.

2.2,

2.3.

2.4.

Isoleeritakse haigestunud taimedest (II jao punkt 3) ja identifitseeritakse eeldatavad R. solanacearum’i puhastatud
kultuurid (VI jao punkt B).

Kui kolme nidala moodumisel simptomeid ei ilmne, tehakse IF/PCR[isolatsioonianaliiiisid liitproovist, mis koos-
neb igalt katsetaimelt iilalpool inokulatsioonikohta vdetud 1 cm varreosadest. Kui analiiiisid on positiivsed, valmis-
tatakse lahjendused ja tehakse véljakiilvid sootmeplaatidele (punkt 4.1).

Mairatakse kindlaks bakteri R. solanacearum eeldatavad puhastatud kultuurid.
Biotesti tulemuste tdlgendamine

Valiidsed biotesti tulemused saadakse siis, kui positiivsetel kontrolltaimedel on tiitipilised simptomid, nendest tai-
medest saab uuesti isoleerida bakterid ja negatiivsetel kontrollidel ei leita simptomeid.

Biotesti tulemus on negatiivne, kui testtaimed ei ole saastunud R. solanacearum'’i kultuuriga, tingimusel et R. solana-
cearum on avastatud positiivsetes kontrolltaimedes. Biotest on positiivne, kui testtaimed on R. solanacearum’i kultuu-
riga saastunud.

IDENTIFITSEERIMISANALUUSID

Bakteri R. solanacearum eeldatavad puhaskultuurid méidratakse kindlaks, kasutades vahemalt kaht jargmistest ana-
liiiisidest, mis pohinevad erinevatel bioloogilistel pshimdtetel.

Igasse tehtavasse analiiiisi kaasatakse tuntud referenttiived, kui see on asjakohane (vt 3. liide).

Toitumuslikud ja ensiimaatilised identifitseerimisanaliiiisid

Mairatakse jargmised fenotiitibilised omadused, mis esinevad voi puuduvad bakteril R. solanacearum, kasutades jirg-
mistes allikates kirjeldatud meetodeid: Lelliott ja Stead (1987), Klement et al. (1990), Schaad (2001).

Analiiiis Oodatav tulemus

Fluorestseeruv pigment -

Polii-f-hiidroksiibutiiraadi esinemine +
Oksiidatsiooni/fermentatsioonianaliiiis O+/[F-
(O/F-analiiis)

Katalaasi aktiivsus +
Kovaci oksiidaasianaliiiis +
Nitraatide redutseerimine +
Tsitraadi kasutamine +

Kasv 40 °C juures -
Kasv 1 % NaCl-s +
Kasv 2 % NaCl-s -
Arginiini dihiidrolaas -
Zelatiini veeldamine -
Tirklise hidroliiiis -
Aesuliini hiidroliiiis -

Levani tootmine -
IF-analiiiis

Valmistatakse suspensioon, milles on umbes 10° rakku milliliitris IF-puhvris (4. liide).

Valmistatakse kohase antiseerumi kahekordsete lahjenduste rida (vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/
irc/sanco/Home/main).

Tehakse [F-analiiiis (VI jao punkt A.5).

[F-analiiiisi tulemus on positiivne siis, kui kultuuri IF-tiiter vordub positiivse kontrolli tiitriga.
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3.1.

3.2

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

6.2.

6.3.

7.1.

ELISA-analiiiis

Markus: kui kasutatakse vaid kaht madramisanaliiiisi, ei tohi lisaks sellele meetodile kasutada teist seroloogilist analiiisi.
Valmistatakse suspensioon, milles on umbes 10*® rakku milliliitris 1X PBS-puhvris (4. liide).

Tehakse sobiv ELISA-analiiiis R. solanacearum’i spetsiifilise monoklonaalse antikehaga.

ELISA-analiiiis on positiivne, kui kultuuri ELISA-analiiiisi tulemus on vidhemalt pool positiivse kontrolli tulemusest.

PCR-analiiits

Valmistatakse suspensioon, milles on umbes 10° rakku milliliitris molekulaarbioloogias kasutatava puhtusastmega
steriilses vees.

100 pl suletud katseklaasides olevat rakususpensiooni kuumutatakse kuumutusplokil voi keevas veevannis 100 °C
juures 4 minutit. Seejarel voib proove siilitada — 16 kuni — 24 °C juures, kuni neid on tarvis.

Bakteri R. solanacearum spetsiifiliste amplikonide amplifitseerimiseks tehakse kohane PCR-analiiiis (nt Seal et al.
(1993, Pastrik ja Maiss (2000), Pastrik et al. (2002), Boudazin et al. (1999), Opina et al. (1997), Weller et al. (1999)).

Bakterit R. solanacearum saab positiivselt kindlaks méirata siis, kui PCR-amplikonidel on positiivse kontrolli tiivega
sama suurus ja neil esineb sama pikkusega restriktsioonifragmentide poliimorfism.

FISH-analiiiis
Valmistatakse suspensioon, milles on umbes 10° rakku milliliitris ultrapuhtas vees.
Tehakse FISH-analiiiis (VI jao punkt A.7) vahemalt kahe R. solanacearum-spetsiifilise oligoprooviga (7. liide).

FISH-analiiiisi tulemus on positiivne siis, kui kultuur ja positiivne kontroll annavad samad reaktsioonid.

Rasvhapete profileerimine (FAP)
Kultuuri kasvatatakse triiptikaas-sojaagaril (Oxoid) 48 tundi temperatuuril 28 °C.
Tehakse kohane FAP-analiiiis (Janse, 1991; Stead, 1992).

FAP-analiiiisi tulemus on positiivne siis, kui eeldatava kultuuri profiil on identne positiivse kontrolli profiiliga. Tiiii-
piline rasvhapete esinemine on jargmine: 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H ja 18:1 20H ning tiiiipiline on 16:0 30H
puudumine. Selline profiil osutab suure tdendosusega bakterile Ralstonia sp.

Tiive iseloomustamise meetodid

R. solanacearum’i iga uue isoleerimisjuhtumi puhul on soovitav kasutada tiht jargmistest tiive iseloomustamise
meetoditest.

Igasse tehtavasse analiiiisi kaasatakse tuntud referenttiived, kui see on asjakohane (vt 3. liide).
Biotiiiibi mddramine

R. solanacearum jagatakse biotiiiipidesse selle pohjal, kuidas see suudab kasutada ja/voi oksiideerida kolme disahha-
riidi ja kolme heksoosalkoholi (Hayward, 1964 ja Hayward et al., 1990). Biotiiiibi kasvusoodet kirjeldatakse 2. lii-
tes. Analiiiisi saab edukalt teha, inokuleerides so6odet R. solanacearum’i puhaskultuuridega ja inkubeerides 28 °C
juures. Kui steriilsele 96 auguga rakukultuuri so6tmeplaadile (200 pl augu kohta) jaotatud s66de muutub 72 tunni
jooksul oliivrohelisest kollaseks, on analiiiisi tulemus positiivne.



L 206/74

Euroopa Liidu Teataja

27.7.2006

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.3.

Biotiiip

1 3 4 5
Jargmiste ainete kasutamine:
maltoos - + - +
laktoos - + - +
D (+) tsellobioos - + - +
mannitool - + + +
sorbitool - + + -
dultsitool - + + -
Lisaanaliiiisidega eristatakse biotiiiibi 2 alamfenotiiiipe

Biotiitip 24 (Leitué3 11(");1111111]5 ja2 %olum- _ Biotiidp 2T
(Levinud iile maailma) ik (Leitud troopilistel aladel)

Trehhaloosi kasutamine - + +
Meso-inositooli kasutamine + - +
D-riboosi kasutamine - - +
Pektoliiiitiline aktiivsus (1) madal madal korge

(') Vt Lelliott ja Stead (1987).

Genoomse “sdrmejdljendi” votmine

Haigusetekitaja R. solanacearum liittiivede molekulaarseks eristamiseks voib kasutada erinevaid meetodeid, sealhul-

gas jargmised.

Restriktsioonifragmentide pikkuse poliimorfismi (RFLP) analiiiis (Cook et al., 1989).

Korduvjarjestusega PCR, kasutades REP, BOX ja ERIC praimereid (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995).

Amplifitseeritud fragmentide pikkuse poliimorfismi (AFLP) analiiiis (Van der Wolf et al., 1998).

PCR-meetodid

Eristamaks tiivesid, mis kuuluvad RFLP analiiiisi (Cook et al., 1989) ja 16S rDNA jérjestuse madramise (Taghavi
et al., 1996) kohaselt R. solanacearum’i 1. (biotiiibid 3, 4 ja 5) ja 2. rithma (biotiiiibid 1, 2A ja 2T), voib kasutada

spetsiifilisi PCR-praimerid (Pastrik et al, 2002; vt 6. liide).

KINNITUSANALUUS

R. solanacearum’i diagnoosi 16plikuks kinnitamiseks ning R. solanacearum’ina identifitseeritud bakterkultuuri virulent-

suse hindamiseks tuleb teha patogeensusanaliiis.

1)  Analiiiisitava isolaadi 24-28 tunni vanusest isolaadist ja bakteri R. solanacearum kohasest positiivse kontrolli
tiivest (nt NCPPB 4156 vdi PD 2762 voi CFBP 3857; vt 3. liide) tehakse inokulaat, milles on umbes 10° rakku

milliliitris.

2) Inokuleeritakse 5-10 tundlikku tomati- voi baklazaaniseemikut, millel on vilja kasvanud kolmas parisleht (vt

VI jao punkt A.9).
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Inkubeeritakse kuni kaks nddalat temperatuuril 25-28 °C ning korge suhtelise niiskuse juures ja kastetakse
parajal méiral, et oleks vilditud tilekastmine ja kuivamine. Puhaskultuuriga taimedel peaksid tekkima tiitipili-
sed narbumissimptomid 15 pédeva jooksul. Kui selle aja jooksul ei ole siimptomeid, ei saa kultuuri pidada
R. solanacearum’i patogeenseks vormiks.

Jalgitakse narbumise ja/voi lehtede keerdumise, kloroosi ja kingumise tundemirke.

Isoleeritakse siimptomitega taimedest, eraldades varreosa umbes 2 cm korguselt inokulatsioonipunktist. Purus-
tatakse ja lahustatakse viikeses koguses steriilses destilleeritud vees voi 50 mM fosfaatpuhvris (4. liide). Isolee-
ritakse suspensioonist, lahjendused hoorutakse spaatliga laiali voi tehakse joonkiilv sobival sootmel, eelistatavalt
selektiivs6otmel (2. liide), inkubeeritakse 48—72 tundi temperatuuril 28 °C ja jalgitakse bakterile R. solanacea-
rum tidpiliste kolooniate tekkimist.
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Protokollide optimeerimise ja valideerimisega tegelevad laborid

1. liide

Labor (1) Asukoht Riik
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Viin ja Linz Austria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgia
Plantedirektoratet Lyngby Taani
Central Science Laboratory York Inglismaa
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Sotimaa
Laboratoire national de la protection des végétaux, Angers Prantsusmaa
Unité de Bactériologie
Laboratoire national de la protection des végétaux, Le Rheu Prantsusmaa
Station de quarantaine de la pomme de terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Saksamaa
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Saksamaa
State Laboratory Dublin lirimaa
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bologna Itaalia
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Itaalia
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Madalmaad
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Madalmaad
Direccdo-Geral de Proteccdo das Culturas Lissabon Portugal
Centro de Diagnéstico de Aldearrubia Salamanca Hispaania
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Hispaania
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Rootsi

(1) Kontaktteadurid — vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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a)

S66tmed haigusetekitaja R. solanacearum isoleerimiseks ja kultiveerimiseks

Uldised kasvusootmed

Toiteagar
Toiteagar (Difco) 230¢g
Destilleeritud vesi 1,01

Ained lahustatakse ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.

Pdarmickstraktiga gliikoospeptoonagar (YPGA)

Pirmiekstrakt (Difco) 50¢g
Bacto-peptoon (Difco) 50¢g
D(+)-glitkoos (monohiidraat) 100 ¢
Bacto-agar (Difco) 150¢
Destilleeritud vesi 1,001

Ained lahustatakse ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.

Sahharoos-peptoonagar (SPA)

Sahharoos 20,0 g
Bacto-peptoon (Difco) 50g
K,HPO, 05g
MgSO,.7H,0 0,25¢
Bacto-agar (Difco) 150¢
Destilleeritud vesi 1,01
pH 7,2-7,4

Ained lahustatakse ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.

Kelmani tetrasooliumsdode

Kasaminohapped (Difco) 10¢g
Bacto-peptoon (Difco) 10,0 ¢
Dekstroos 50g
Bacto-agar (Difco) 150¢g
Destilleeritud vesi 1,01

Ained lahustatakse ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.

Jahutatakse temperatuurini 50 °C ning ldbi steriilse filtri lisatakse 2,3,5-trifentiiiltetrasooliumkloriidi (Sigma) vesila-

2. liide

hust, nii et 16plik kontsentratsioon lahuses on 50 mg/l.

Valideeritud selektiivsed kasvusodtmed

SMSA-sodde (Engelbrecht, 1994, muudetud Elphinstone et al., 1996).

Pohisoode

Kasaminohapped (Difco)
Bacto-peptoon (Difco)
Gliitserool

Bacto-agar (Difco); vt Markus 2.

Destilleeritud vesi

10g

10,0 g
5,0 ml
150¢
1,001
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Ained lahustatakse ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.

Jahutatakse temperatuurini 50 °C ning labi steriilse filtri lisatakse jargmiste koostisosade pohivesilahust, et saada tip-
selt madaratletud 16ppkontsentratsioonid.

Kristallviolett (Sigma) 5 mg|l

Polumiiksiin-B-sulfaat (Sigma P-1004) 600 000 U (ligikaudu 100 mg)/1
Batsitratsiin (Sigma B-0125) 1250 U (ligikaudu 25 mg)/1

Klooramfenikool (Sigma C-3175) 5 mg/l

Penitsiliin-G (Sigma P-3032) 825 U (ligikaudu 0,5 mg)/l
2,3,5-trifentiiiltetrasooliumkloriid (Sigma) 50 mg/l

MARKUS

1. Muude reaktiivide kasutamine peale iilalloetletute voib mojutada R. solanacearum’i kasvu.

2. Bacto-agari (Difco) asemel voib kasutada Oxoid-agarit nr 1. Sel juhul on R. solanacearum’i kasv aeglasem, ehkki voib redutseeruda
ka voistlevate saprofiiiitbakterite kasv. R. solanacearum’i tiitipilised kolooniad voivad kujuneda 1-2 péeva hiljem ning punane vir-
vus voib olla heledam ja hajusam kui Bacto-agaril.

3. Batsitratsiini kontsentratsiooni suurendamine kuni 2 500 U/l voib vihendada vdistlevate bakterite populatsioone, mojutamata
Ralstonia solanacearum’i kasvu.

Sootmeid ja antibiootikumide pdhilahuseid silitatakse temperatuuril 4 °C pimedas ja kasutatakse kuu aja jooksul.

Sootmeplaatidel pinnal ei tohi enne kasutamist olla kondenseerumist.

Vilditakse sootmeplaatide liigset kuivamist.

Parast iga uue sootmepartii valmistamist tuleb teha kvaliteedikontroll, tehes R. solanacearum’i referentskultuuri vilja-
kiilvi so6tmeplaadile (vt 3. liide) ja jdlgides tiiiipiliste kolooniate kujunemist parast 2-5pdevast inkubeerimist tempera-
tuuril 28 °C.

Valideeritud rikastussootmed

SMSA-puljong (Elphinstone et al., 1996)

Valmistatakse samamoodi kui SMSA-selektiivsd6de, kuid jdetakse vilja Bacto-agar ja 2,3,5-tetratsooliumkloriid.

Modifitseeritud Wilbrinki puljong (Caruso et al., 2002)

Sahharoos 10¢g
Proteoospeptoon 5¢g
K,HPO, 05g
MgSO, 025g
NaNO, 025g
Destilleeritud vesi 1,01

Steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit ja jahutatakse maha 50 °C.

Lisatakse antibiootilised pdhilahused nagu SMSA-puljongi puhul.
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3. liide

A. Miiigil olevad standardiseeritud kontrollmaterjalid

a) Bakterikolooniad

Positiivsete kontrollidena (tabel 1) voi analiitiside optimeerimisel (tabel 2) soovitatakse ristreaktsioonide valtimi-
seks kasutada standardse vordlusmaterjalina jargmisi isoleeritud bakteritiivesid. Koiki tiivesid saab osta jargmistest

kohtadest:

1. National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), Central Science Laboratory, York, Uhendkuningriik

2. Culture Collection of the Plant Protection Service (PD), Wageningen, Madalmaad

3. Collection francaise de bactéries phytopathogenes (CFBP), INRA — Station de phytobactériologie, Angers,

Prantsusmaa
Tabel 1. R. solanacearum’i tiivede SMT viitenumbrid
NCPPB-kood SnMrT Muud koodid Piritoluriik Biotiiiip
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egiptus 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Tiirgi 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Inglismaa 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Kiipros 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Rootsi 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgia 2
NCPPB 4156 (') 71() | PD 2762, CFBP 3857 Madalmaad 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Prantsusmaa 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80, NCPPB 4066 Portugal 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Hispaania 2
NCPPB 4161 76 B3B Saksamaa 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 USA 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Costa Rica 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Colombia 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peruu 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brasiilia 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Peruu 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131a Austraalia 3
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filipiinid 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 Hiina 5

() Kasutatakse R. solanacearum'’i biotiiiibi 2 (rassi 3) standardse referenttiivena.

Markus: eelloetletud tiivede autentsus on tagatud vaid siis, kui need saadakse autentsest kultuuride kogust.
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Tabel 2. Mairamisanaliiiiside optimeerimisel kasutatavate seroloogiliselt voigeneetiliselt seotud bakterite SMT

viitenumber.
NCPPB-kood SnMrT Muu kood Eristus
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (')
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. marginalis ()
NCPPB 4164 — CFBP 2227 Burkholderia cepacia (%)
NCPPB 4165 — CFBP 2459 Ralstonia pickettii (2)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii (*)
CSL Pr1150
NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (1)
PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (')
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli ()
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae (1)
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (')
NCPPB 3726 59 CEBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium (1) () (%)
NCPPB 4168 61 CEBP 4619 Enterobacter sp. (')
IPO S339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp. (1)
NCPPB 4170 63 CFBP 4621 Ochrobactrum anthropi () (2)
IPO S306
NCPPB 4171 64 CEBP 4622 Curtobacterium sp. (*) ()
IPO 1693
NCPPB 4172 65 IPO 1696a Pseudomonas sp. (1)
NCPPB 4173 — PD 2318 Aureobacterium sp. (2)
NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. (1) ()

(") Seroloogilistes analiiiisides (IF ja/voi ELISA) voimalik tiive ristuv reageerimine politklonaalsete antiseerumitega.
(?) Tavi, millest mones laboris voib amplifitseerida sama suurusega PCR produkte kui spetsiifiliste praimerite OLI-1 ja Y-2 kasuta-

misel (vt 6. liide).

(%) Reageerib ristuvalt tdendoliselt enamikus analiiiisides, kuid teadaolevalt esineb vaid banaanidel Indoneesias.

b) Miiiigil olevad standardiseeritud kontrollmaterjalid

Jargmisi standardiseeritud kontrollmaterjale saab NCPPB kultuuride kogust.

200 terve kartulimugula kartuliekstrakti kiilmkuivatatud kontsentreeritud bakterisade kiilmutatakse koikide ana-

liiiside negatiivseks kontrolliks.

200 terve kartulimugula kartuliekstrakti kiilmkuivatatud kontsentreeritud bakterisade, mis sisaldab R. solanacearum’i
biotiiiip 2 (titvi NCPPB 4156 vdi PD 2762 v&i CFBP 3857) 10° kuni 10* ja 10* kuni 10° rakku seroloogiliste ja
PCR-analiiiiside positiivseks kontrolliks. Kuna kiilmkuivatamise kiigus mojutatakse rakkude eluvdimelisust, ei sobi

need isolatsiooni- ja biotesti standardkontrollideks.

Seroloogiliste analiiiiside positiivseteks kontrollideks on R. solanacearum’i biotiiip 2 (tiivi NCPPB 4156 v&i PD 2762

vdi CFBP 3857) formaliiniga fikseeritud suspensioonid 10° rakku milliliitri kohta.

B. Positiivsete ja negatiivsete kontrollide valmistamine

Tehakse bakteri R. solanacearum’i rassi 3 [biotiitibi 2 virulentse tiive (nt tiivi NCPPB 4156 vo6i PD 2762 voi CFBP 3857)
48tunnine kultuur SMSA-pohiso6tmel ja suspendeeritakse 10 mM fosfaatpuhvris, et saada rakkude tiheduseks umbes
2 x 10® kolooniaid moodustavat osakest milliliitris. See saadakse tavaliselt veidi hdguses suspensioonis, mis vastab

0,15 optilisele tihedusele 600 nanomeetris.
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Eemaldatakse basaalsed tipusiidamikud 200 mugulalt, mis on prit valgekoorelise sordi saagist, mille kohta on teada,
et selles ei ole bakterit R. solanacearum.

Basaalseid tipusiidamikke toodeldakse tavaliselt ja bakterisade resuspendeeritakse 10 milliliitris.
Valmistatakse 10 steriilset 1,5 ml mikroampulli 900 pl resuspendeeritud bakterisademega.

100 pl bakteri R. solanacearum suspensiooni pannakse esimesse mikroampulli. Loksutatakse vorteksil.
Saastetase médratakse lahjenduste kiitmnendreaga jargmises viies mikroampullis.

Kuut saastunud mikroampulli kasutatakse positiivsete kontrollidena. Nelja saastumata mikroampulli kasutatakse nega-
tiivsete kontrollidena. Mikroampullid margistatakse vastavalt.

Steriilsetes 1,5 ml mikroampullides valmistatakse 100 pl alikvoodid ning saadakse seega iga kontrollproovi 9 repliko-
ni. Sdilitatakse — 16 kuni — 24 °C juures kuni kasutamiseni.

Bakteri R. solanacearum olemasolu ja kvantifikatsioon kontrollproovides tuleks esmalt kinnitada [F-analiiiisiga.
PCR-analiiiisiks ekstraheeritakse DNA positiivsetest ja negatiivsetest kontrollproovidest iga katseproovide seeria puhul.

IF- ja FISH-analiiisideks analiiiisitakse positiivseid ja negatiivseid kontrollproove iga analiitisitavate proovide seeria
puhul.

IF-, FISH- ja PCR-analiiiisides tuleb avastada bakteri R. solanacearum vihemalt 10° ja 10* rakku milliliitris positiivsetes
kontrollides ning bakterit ei tohi olla tiheski negatiivses kontrollis.
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4. liide

Analiiiisimenetluste puhvrid

ULDNOUE: avamata steriilseid puhvreid vaib siilitada kuni iihe aasta.

1.1.

1.2.

2.1.

Ekstraktsioonimenetluse puhvrid

Ekstraktsioonipuhver (50 mM fosfaatpuhver, pH 7,0)

Seda puhvrit kasutatakse bakteri eraldamiseks taimekudedest homogeenimise voi loksutamise teel.

Na,HPO, (veevaba) 426g
KH,PO, 2.72g
Destilleeritud vesi 1,001

Ained lahustatakse, kontrollitakse pH ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.

Voib lisada muid aineid jargmiselt.

Eesmark Kogus (liitri kohta)
Lubrol-helbed Deflokulant (%) 05g
DC-silikooniga vahutamisvastane aine Vahutamisvastane aine (*) 1,0 ml
Tetranaatriumpiirofosfaat Antiokstidant 10¢g
Poliviniiilpiirrolidoon-40 000 (PVP-40) PCR-inhibiitorite siduja 50¢

() Kasutamiseks ekstraktsioonimenetluses homogeenimise teel.

Bakterisademe puhver (10 mM fosfaatpuhver, pH 7,2)

Seda puhvrit kasutatakse kartulimugula basaalsete tipusiidamike ekstraktide resuspendeerimiseks parast kontsentree-
rimist bakterisademeks tsentrifuugimise teel.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 04g
Destilleeritud vesi 1,001

Ained lahustatakse, kontrollitakse pH ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.

IF-analiiiisi puhvrid

[F-puhver (10 mM fosfaatpuhvri lisandiga keedusoolalahus (PBS), pH 7,2)

Seda puhvrit kasutatakse antikehade lahjendamiseks.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 0,4¢g
NaCl 80¢
Destilleeritud vesi 1,001

Ained lahustatakse, kontrollitakse pH ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.
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2.2.

2.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

IF-puhver Tweeniga
Seda puhvrit kasutatakse objektiklaaside pesemiseks.

IF-puhvrile lisatakse 0,1 % Tween 20.

Fosfaatpuhvri lisandiga gliitserool, pH 7,6

Seda puhvrit kasutatakse kattevedelikuna fluorestseerumise suurendamiseks IF-objektiklaaside aknavaljades.

Na,HPO,.12H,0 32g
NaH,PO,.2H,0 015g
Gliitserool 50 ml
Destilleeritud vesi 100 ml

Pleekimisvastased kattevedelikud on miiiigil, naiteks Vectashield® (Vector Laboratories) voi Citifluor® (Leica).

Kaudse ELISA-analiiiisi puhvrid

Kahekordne kattepuhver, pH 9,6

Na,CO, 6,36 g
NaHCO, 11,72
Destilleeritud vesi 1,001

Ained lahustatakse, kontrollitakse pH ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.

Antioksiidandina voib lisada naatriumsulfitit (0,2 %), et viltida oksiideerunud aromaatsete iihendite tekkimist.

10 X fosfaatpuhvri lisandiga keedusoolalahus (PBS), pH 7,4

NaCl 80,0 ¢
KH,PO, 20g
Na,HPO,.12H,0 290¢
KCl 20¢g
Destilleeritud vesi 1,001
PBS-Tween

10 X PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Destilleeritud vesi 895 ml

Blokeeriv (antikeha) puhver (puhver tuleb valmistada vahetult enne t66 alustamist)

10 X PBS 10,0 ml
Poliviniiiilpiirrolidoon- 20g
44000 (PVP-44)

10 % Tween 20 0,5 ml
Piimapulber 05¢g

Destilleeritud vesi Tidiendatakse 100 ml-ni
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3.5. Leeliseline fosfataassubstraadi lahus, pH 9,8

Dietanoolamiin 97 ml

Destilleeritud vesi 800 ml

Segatakse ja kontsentreeritud HCl-ga reguleeritakse pH 9,8ni.
Maht tiiendatakse destilleeritud veega 1 liitrini.
Lisatakse 0,2 g MgCl,.

Kaks fosfataassubstraadi 5 mg tabletti (Sigma) lahustatakse 15 ml lahuses.

4. DASI ELISA analiiiisi puhvrid

4.1. Kattepuhver, pH 9,6

Na,CO, 159 ¢
NaHCO, 2,93 ¢
Destilleeritud vesi 1000 ml

Ained lahustatakse ja kontrollitakse pH 9,6.

4.2. 10 X fosfaatpuhvri lisandiga keedusoolalahus (PBS), pH 7,2-7,4

NaCl 80,0 g
NaH,PO,.2 H,0 40g
Na,HPO,.12H,0 27.0¢g
Destilleeritud vesi 1 000 ml

4.3, PBS-Tween

10 X PBS 50 ml
10 % Tween 20 5ml
Destilleeritud vesi 950 ml

4.4. Substraatpuhver, pH 9,8

Dietanoolamiin 100 ml

Destilleeritud vesi 900 ml

Segatakse ja kontsentreeritud HCl-ga reguleeritakse pH 9,8ni.
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5. liide

Bakterite koguse mairamine IF-ja FISH-analiiiisides

1. Loendatakse keskmine tiitipiliste fluorestseeruvate rakkude arv vilja kohta (c).

2. Arvutatakse tiitipiliste fluorestseeruvate rakkude arv objektiklaasi akna kohta (C).

C=cxS§[s

kus S = mitmekohalise objektiklaasi aknavilja pindala

ja s = objektiivi pindala

s = mi’[4G*K?  kus i = vilja koefitisient (sdltub okulaari tiiiibist ja on 8-24)

K = toru koefitsient (1 voi 1,25)

objektiivi suurendus (100 korda, 40 korda jne).

3. Arvutatakse titiipiliste fluorestseeruvate rakkude arv milliliitri resuspendeeritud bakterisademe kohta (N).

N=Cx1000fy xF

kus y = resuspendeeritud bakterisademe maht igas aknas

ja F = resuspendeeritud bakterisademe lahjendustegur.
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6. liide

Valideeritud PCR-protokollid ja -reaktiivid

Mirkus: eelanaliiiisid peaksid vdimaldama reprodutseeritavalt avastada vihemalt 10* kuni 10* bakteri R. solanacearum rakku proovieks-

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

trakti milliliitris.

Eelanaliiiisid ei tohiks anda valepositiivseid tulemusi valitud bakteritiivedega (vt 3. liide).

PCR-protokoll, Seal et al. (1993)

Oligonukleotiidpraimerid

Paripidine praimer OLI-1 5'-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3’
Araspidine praimer Y-2 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’

Bakteri R. solanacearum maatriks-DNA eeldatav amplikonipikkus on 288 aluspaari.

PCR-reaktsioonisegu

Reaktiiv Kogus reaktsiooni kohta Loppkontsentratsioon
Steriilne ultrapuhas vesi 17,65 ul
10X PCR puhver (') (15 mM MgCl,) 2,5ul 1X (1,5 mM MgCl,)
dNTP-segu (20 mM) 0,25 ul 0,2 mM
Praimer OLI-1 (20 uM) 1,25 pl 1uM
Praimer Y-2 (20 pM) 1,25 ul 1 uM
Tag-poliimeraas (5 Ufpl) (1) 0,1l 05U
Proovi maht 2,0 ul

Kogumaht 25 ul

(") Meetod valideeriti, kasutades Perkin Elmeri (AmpliTaq) ja Gibco BRL Taqg-poliimeraasi.

PCR-reaktsiooni tingimused

Jargitakse jargmist menetlust:

1 tsiikkel: i) 2 minutit 96 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
35 tsiiklit: ii) 20 sekundit 94 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
iii) 20 sekundit 68 °C juures (praimerite anniilimine)
iv) 30 sekundit 72 °C juures (koopia ekstensioon)
1 tsiikkel: v) 10 minutit 72 °C juures (1oplik ekstensioon)
vi) hoitakse 4 °C juures.

Merkus:  see programm optimeeriti termotsiikleri Perkin Elmer 9600 kasutamiseks. Muude mudelite kasutamisel vib olla vaja muuta
tsiiklite i, ii ja iv kestust.

Amplikoni restriktsioonensiiiimi analiiiis

Bakteri R. solanacearum DNAst amplifitseeritud PCR-produktid vdivad ensiiiimiga Ava Il anda tiiiipilise pikkusega res-
triktsioonifragmentide poliimorfismi, kui neid on inkubeeritud 37 °C juures.
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2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

3.1.

PCR-protokoll, Pastrik ja Maiss (2000)

Oligonukleotiidpraimerid

Paripidine praimer Ps-1 5'- agt cga acg gca gcg ggg g -3’
Araspidine praimer Ps-2 5'- ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca -3’

Bakteri R. solanacearum maatriks-DNA eeldatav amplikonipikkus on 553 aluspaari.

PCR-reaktsioonisegu

Reaktiiv Kogus reaktsiooni kohta Loppkontsentratsioon
Steriilne ultrapuhas vesi 16,025 ul
10X PCR puhver (1) 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktsioon V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
dNTP-segu (20 mM) 0,125l 0,1 mM
Praimer Ps-1 (10 pM) 0,5l 0,2 uM
Praimer Ps-2 (10 pM) 0,5l 0,2 pM
Taq-poliimeraas (5 U/ul) (1) 0,1ul 0,5U
Proovi maht 5,0 ul

Kogumaht 25,0 pl

() Meetodid valideeriti, kasutades Perkin Elmeri (AmpliTaq) ja Gibco BRL Tag-poliimeraasi.
Markus:  Algselt optimeeritud kasutamiseks Gibco Tag-poliimeraasiga termotsiikleris MJ Research PTC 200.
Kasutada voib ka Perkin Elmer AmpliTaqi ja puhvrit samades kontsentratsioonides.

PCR-reaktsiooni tingimused

Jargitakse jargmist menetlust:

1 tsiikkel: i) 5 minutit 95 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
35 tsiiklit: ii) 30 sekundit 95 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
iii) 30 sekundit 68 °C juures (praimerite anniilimine)
iv) 45 sekundit 72 °C juures (koopia ekstensioon)
1 tsiikkel: v) 5 minutit 72 °C juures (10plik ekstensioon)
vi) hoitakse 4 °C juures.

Mirkus:  programm on optimeeritud kasutamiseks termotsiikleriga MJ Research PTC 200. Muude mudelite kasutamisel voib olla
vaja muuta tsiiklite i, ii ja iv kestust.

Amplikoni restriktsioonensiiiimi analiiiis

Bakteri R. solanacearum DNAst amplifitseeritud PCR-produktid vdivad ensiiiimiga Taq I anda tiitipilise pikkusega res-
triktsioonifragmentide poliimorfismi, kui neid on inkubeeritud 65 °C juures 30 minutit. Bakterile R. solanacearum
tiipilisest fragmendist saadud restriktsioonifragmentide pikkus on 457 ja 96 aluspaari.

Mitmeetapiline PCR-protokoll sisemise PCR-kontrolliga (Pastrik et al., 2002)

Oligonukleotiidpraimerid

Piripidine praimer Rs-1-F 5'- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA -3’
Araspidine praimer Rs-1-R 5’- CCC AGT CAC GGC AGA GACT -3’
Paripidine praimer Ns-5-F 5'- AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAA G -3’
Araspidine praimer Ns-6-R 5’- GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC -3’

Bakteri R. solanacearum maatriks-DNA eeldatav amplikonipikkus on 718 aluspaari (Rs-praimerite komplekt)

18S rRNA sisemise PCR-kontrolli eeldatav amplikonipikkus on 310 aluspaari (Ns-praimerite komplekt)
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3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

PCR-reaktsioonisegu

Reaktiiv Kogus reaktsiooni kohta Loppkontsentratsioon
Steriilne ultrapuhas vesi 12,625 pl
10X PCR-puhver () (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktsioon V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
dNTP-segu (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Praimer Rs-1-F (10 pM) 2,0 ul 0,8 M
Praimer Rs-1-R (10 uM) 2,0 ul 0,8 pM
Praimer Ns-5-F (10 pM) () 0,15 pl 0,06 pM
Praimer Ns-6-F (10 uM) (%) 0,15 pl 0,06 pM
Taq-poliimeraas (5 Uful) () 0,2 ul 1,0U
Proovi maht 5,0 ul

Kogumaht 25,0 ul

(") Meetodid valideeriti, kasutades Perkin Elmeri (AmpliTaq) ja Gibco BRL Taq-poliimeraasi.

(%) Kartuli basaalsete tipusiiddamike ekstrakti puhul optimeeriti praimerite Ns-5-F ja Ns-6-R kontsentratsioonid, kasutades homogee-
nimismeetodit ja DNA puhastamist vastavalt Pastrikule (2000) (vt VI jao punkt A.6.1.a). Kui kasutatakse loksutamise teel DNA
ekstraheerimist voi muid isoleerimismeetodeid, on vaja reaktiivikontsentratsioonid uuesti optimeerida.

PCR-reaktsiooni tingimused

Jargitakse jargmist menetlust:

1 tsitkkel: i) 5 minutit 95 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
35 tsiiklit: ii) 30 sekundit 95 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
iii) 30 sekundit 58 °C juures (praimerite anniilimine)
iv) 45 sekundit 72 °C juures (koopia ekstensioon)
1 tsiikkel: v) 5 minutit 72 °C juures (16plik ekstensioon)
vi) hoitakse 4 °C juures

Markus:  programm on optimeeritud kasutamiseks termotsiikleriga MJ Research PTC 200. Muude mudelite kasutamisel v6ib olla
vaja muuta tsiiklite ii, iii ja iv kestust.

Amplikoni restriktsioonensiiiimi analiiiis

Bakteri R. solanacearum DNAst amplifitseeritud PCR-produktid vdivad ensiiimiga Bsm I voi isoskisomeeriga (nt
Mva 1269 I) anda tiiiipilise pikkusega restriktsioonifragmentide poliimorfismi, kui neid on inkubeeritud 65 °C juures
30 minutit.

R. solanacearum'i biotiiiibispetsiifiline PCR-protokoll (Pastrik et al., 2001)

Oligonukleotiidpraimerid

5'- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA -3/
5'- CCC AGT CAC GGC AGA GACT -3’
5'- TTC ACG GCA AGA TCG CTC -3’

Paripidine praimer Rs-1-F
Araspidine praimer Rs-1-R

Araspidine praimer Rs-3-R

Bakteri R. solanacearum maatriks-DNA eeldatav amplikonipikkus:
praimeriga Rs-1-F/Rs-1-R on 718 aluspaari

praimeriga Rs-1-F/Rs-3-R on 716 aluspaari
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4.2. PCR-reaktsioonisegu

a)

Biotiiiibi 1/2 spetsiifiline PCR

Reaktiiv Kogus reaktsiooni kohta Loppkontsentratsioon
Steriilne ultrapuhas vesi 12,925 ul
10X PCR-puhver (1) 2,5ul 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktsioon V) (10 %) 0,25 pul 0,1%
dNTP-segu (20 mM) 0,125l 0,1 mM
Praimer Rs-1-F (10 pM) 2ul 0,8 uM
Praimer Rs-1-R (10 uM) 2ul 0,8 pM
Taq-poliimeraas (5 U/ul) (1) 0,2l 1U
Proovi maht 5,0 ul

Kogumaht 25,0 pl

() Meetodid on valideeritud, kasutades Perkin Elmeri (AmpliTaq) ja Gibco BRL Tag-poliimeraasi.
Biotiiiibi 3/4/5 spetsiifiline PCR

Reaktiiv Kogus reaktsiooni kohta Loppkontsentratsioon
Steriilne ultrapuhas vesi 14,925 ul
10X PCR puhver (1) 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktsioon V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
dNTP-segu (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Praimer Rs-1-F (10 pM) 1yl 0,4 pM
Praimer Rs-3-R (10 uM) 1yl 0,4 pM
Taq-poliimeraas (5 U/pl) (1) 0,2 ul 1U
Proovi maht 5,0 ul

Kogumaht 25,0 pl

() Meetodid on valideeritud, kasutades Perkin Elmeri (AmpliTaq) ja Gibco BRL Tag-poliimeraasi.

4.3. PCR-reaktsiooni tingimused

4.4.

Nii biotiiiibi 1/2 kui ka 3/4/5 spetsiifiliste reaktsioonide puhul jirgitakse jargmist menetlust:

1 tsiikkel: i) 5 minutit 95 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
35 tsiiklit: ii) 30 sekundit 95 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
iii) 30 sekundit 58 °C juures (praimerite anniilimine)
iv) 45 sekundit 72 °C juures (koopia ekstensioon)
1 tsiikkel: V) 5 minutit 72 °C juures (1oplik ekstensioon)
vi) hoitakse 4 °C juures
Markus:

Amplikoni restriktsioonensiiiimi analiiiis

muuta tsiiklite i, iii ja iv kestust.

programm optimeeriti kasutamiseks termotsiikleriga MJ Research PTC 200. Muude mudelite kasutamisel voib olla vaja

Bakteri R. solanacearum DNAst praimeritega Rs-1-F ja Rs-1-R amplifitseeritud PCR-produktid vdivad ensiiiimiga Bsm
[ voi isoskisomeeriga (nt Mva 1269 I) anda tiitipilise pikkusega restriktsioonifragmentide poliimorfismi, kui neid on
inkubeeritud 65 °C juures 30 minutit. Bakteri R. solanacearum DNAst praimeritega Rs-1-F ja Rs-3-R amplifitseeritud

PCR-produktidel ei ole restriktsioonikohti.
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5.1.

5.2.

Tiitepuhvri valmistamine

Bromofenoolsisnine (10 % pohilahus)

Bromofenoolsinine 5¢
Kaks korda destilleeritud vesi 50 ml
Taitepuhver

Gliitserool (86 %) 3,5 ml
Bromofenoolsinine (5.1) 300 pl
Kaks korda destilleeritud vesi 6,2 ml

10 X trisatsetaat EDTA puhver, pH 8,0

Tris-puhver 48,40 g
Jad-dddikas 11,42 ml
EDTA (dinaatriumsool) 3,72¢
Destilleeritud vesi 1,001

Enne kasutamist lahjendatakse tiks kord.

On ka miiiigil (nditeks Invitrogen vdi samavadrne).
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7. liide

FISH-analitiisi valideeritud reaktiivid

1. Oligoproovid
R. solanacearum-spetsiifiline oligoproov OLI-1-CY3 5'- ggc agg tag caa gct acc ccc-3’

Mittespetsiifiline eubakteriaalne oligoproov EUB-338-FITC 5'- gct gec tee cgt agg agt-3'

2. Kinnitilahus

(HOIATUS! KINNITI SISALDAB PARAFORMALDEHUUD], MIS ON MURGINE. TULEB KANDA KINDAID, AINET
EI TOHI SISSE HINGATA. ON SOOVITAV TOOTADA TOMBEKAPIS.)

i) 9 ml molekulaarbioloogias kasutatavat vett (niiteks ultrapuhast vett) kuumutatakse umbes 60 °C ja lisatakse 0,4 g
paraformaldehtitidi. Paraformaldehiiiid lahustub pérast seda, kui on lisatud 5 tilka 1N NaOH ja segatud
magnetsegajaga.

ii)  pH reguleeritakse 7,0, lisades 1 ml 0,1 M fosfaatpuhvrit (PB; pH 7,0) ja 5 tilka 1N HCL. pH-d kontrollitakse indi-
kaatorribadega ja vajaduse korral reguleeritakse HCl vdi NaOH-ga. (HOIATUS! PARAFORMALDEHUUDI
LAHUSTE PUHUL EI TOHI KASUTADA PH-MEETRIT.)

iii) Lahus filtreeritakse 1dbi 0,22 pm membraanfiltri ja séilitatakse edasiseks kasutamiseks tolmuvabalt 4 °C juures.

3. 3 X Hybmix-lahus

NaCl 2,7 M
Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)
EDTA (filter-steriliseeritud ja autoklaavitud) 15 mM

Lahjendatakse iiks kord vastavalt vajadusele.

4. Hiibridisatsioonilahus

1 X Hybmix-lahus

Naatriumdodetsiiiilsulfaat 0,01 %
Formamiid 30 %

Oligoproov EUB 338 5 ngful
Oligoproov OLI-1 vdi OLI-2 5 ngful

Hiibridisatsioonilahused valmistatakse vastavalt tabelis 1 arvutatud kogustele. Iga objektiklaasi jaoks (millel on kaks
erinevat proovi kaks korda) on tarvis 90 pl hiibridisatsioonilahust. TAHTIS! FORMAMIID ON VAGA MURGINE, SEE-
TOTTU TULEB KANDA KINDAID JA RAKENDADA VAJALIKKE ETTEVAATUSABINOUSID!

Tabel. Hiibridisatsioonisegu valmistamiseks soovitatavad kogused

Objektiklaaside hulk 1 4 6 8 10

Steriilne ultrapuhas vesi 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0

3 X Hybmix-lahus 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0

1% SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0

Formamiid 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0

Oligoproov EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0

Oligoproov OLI-1 vdi OLI-2 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Kogumaht (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Mirkus: koiki valgustundlikke oligoproove sisaldavaid lahuseid siilitatakse pimedas — 20 °C juures.
Kasutamise ajal vilditakse otsest paikese- voi elektrivalgust.
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5. 0,1 M fosfaatpuhver, pH 7,0

Na,HPO, 852¢
KH,PO, 5,44
Destilleeritud vesi 1,001

Ained lahustatakse, kontrollitakse pH ja steriliseeritakse autoklaavis 121 °C juures 15 minutit.
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8. liide
BaklaZaani- ja tomatikultuuride kasvatamistingimused

Tomati (Lycopersicon esculentum) voi baklazaani (Solanum melongena) seemned kiilvatakse pastoriseeritud kiilvikomposti. Téie-
likult avanenud idulehtedega (10-14 pdeva) seemikud istutatakse imber pastoriseeritud istutuskomposti.

Baklazaani- voi tomatitaimed peaksid olema kasvatatud kasvuhoones jirgmistel keskkonnatingimustel:

pdeva pikkus: 14 tundi voi looduslik pdevapikkus, kui see on pikem,

temperatuur: pdeval: 21-24 °C,
60sel: 14-18 °C.

Haigusele vastuvotlik tomatisort: “Moneymaker”
Haigusele vastuvotlik baklazaanisort: ~ “Black Beauty”

Tarnijad: vt veebileht http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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10.

11.
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III LISA

Iga haigusetekitaja esinemise kahtluse korral, mille kohta on saadud loetletud taimse materjali voi muu materjali kohta
positiivne tulemus vastavalt III lisas esitatud asjakohasele meetodile 1abi viidud soelkatse(te)s ja oodatakse tulemuste
kinnitamist voi imberlitkkamist, tuleb kuni eespool nimetatud meetodi 16puleviimiseni kinni pidada ja nduetekoha-
selt sailitada

—  koik mugulad, millest proov on vdetud, ning vdimaluse korral koik taimed, millelt proov on voetud,
—  koik jérelejadnud ekstraktid ja soelkatse(te)ks valmistatud lisamaterjalid, nt immunofluorestsents-objektiklaasid,
ning
—  koik asjakohased dokumendid kuni kdnealus(t)e meetodi(te) 1o6puleviimiseni.
Mugulate siilitamine voimaldab teha sordikatseid, kui see on asjakohane.
Organismi olemasolu kinnituse puhul tuleks alles hoida ja nduetekohaselt sdilitada
— loikes 1 mdiratletud materjal,
ja
— vajaduse korral mugula- voi taimeekstraktiga nakatatud tomati- voi baklazaanitaime proov
ning
— organismi isoleeritud kultuur

vihemalt tthe kuu jooksul pirast teatamist vastavalt artikli 5 Idikele 2.
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IV LISA

Artikli 5 16ike 1 punkti a alapunktis i osutatud uurimisel voetakse vajaduse korral arvesse jargmised tegurid:

i)

ii)

tootmiskohad,

ja

kus kasvatatakse voi on kasvatatud kartuleid, mis parinevad samast kloonist kui kartulid, mis on osutunud orga-
nismiga saastunuks,

kus kasvatatakse voi on kasvatatud tomateid, mis parinevad samast algallikast kui tomatid, mis on osutunud
organismiga saastunuks,

kus kasvatatakse voi on kasvatatud kartuleid voi tomateid, mis on ametliku kontrolli all organismi oletatava
esinemise tottu,

kus kasvatatakse voi on kasvatatud kartuleid, mis parinevad samast kloonist kui kartulid, mis on kasvatatud
organismiga saastunuks osutunud tootmiskohtades,

kus kasvatatakse kartuleid voi tomateid ja mis asetsevad saastunud tootmiskoha naabruses, k.a sellised tootmis-
kohad, kus tootmisseadmeid ja -rajatisi jagatakse omavahel otseselt voi ithise lepingulise tooettevotja kaudu,

kus kastmiseks voi niisutamiseks kasutatakse pinnavett, mille lahtekohas on organismi esinemine kinnitatud voi
milles oletatakse organismi esinemist,

kus kastmiseks voi niisutamiseks kasutatakse pinnavett, mille ldhtekoht on tthises kasutuses tootmiskohtadega,
kus on organismi esinemine kinnitatud voi kus oletatakse organismi esinemist,

mis on voi mis on olnud iile ujutatud pinnaveega, milles on organismi esinemine kinnitatud vdi milles oleta-
takse organismi esinemist,

organismiga saastunud pinnavesi, mida on kasutatud tootmiskoha kastmiseks ja niisutamiseks voi mis on iile ujuta-
nud pdllu(d) voi tootmiskoha(d).
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V LISA

Tdendolise saastumise ulatuse kindlaksmadramiseks artikli 5 16ike 1 punkti a alapunkti iii ja punkti 5 1dike 1 punkti ¢
alapunkdi iii alusel voetakse vajaduse korral arvesse jargmisi tegureid:

artikli 5 16ike 1 punkti a alapunkti ii alusel saastunuks tunnistatud tootmiskohas kasvatatav loetletud taimne
materjal,

tootmiskoht voi -kohad, mis mones tootmislillis on seotud artikli 5 16ike 1 punkti a alapunkti ii alusel saastu-
nuks tunnistatud loetletud taimse materjaliga, k.a tootmiskohad, kus tootmisseadmeid ja -rajatisi jagatakse oma-
vahel otseselt voi tthise lepingulise tooettevotja kaudu,

loetletud taimne materjal, mida kasvatati voi mis oli eelmises taandes osutatud tootmiskohas voi -kohtades aja-
vahemikul, mil esimeses taandes osutatud tootmiskohas oli vastavalt artikli 5 16ike 1 punkti a alapunktile ii
saastunuks tunnistatud taimne materjal,

eelmistes taanetes osutatud tootmiskohtadest parit loetletud taimset materjali kiitlevad ettevdtted,

mis tahes seadmed, veokid, anumad, laod vdi nende osad ning mis tahes muud objektid, sealhulgas pakkemater-
jal, mis on voinud olla kontaktis loetletud taimse materjaliga, mis on tunnistatud saastunuks artikli 5 16ike 1
punkti a alapunkti ii alusel,

kogu loetletud taimne materjal, mida on hoitud eelmises taandes loetletud ehitiste voi objektide sees voi nen-
dega kokkupuutes enne nende ehitiste voi objektide puhastamist ja desinfitseerimist,

artikli 5 16ike 1 punkti a alapunkti i alusel toimunud uurimise ja laboratoorse analiitisimise tulemusel artikli 5
16ike 1 punkti a alapunkti ii alusel organismiga saastunuks tunnistatud loetletud taimse materjaliga samast kloo-
nist parinevad kartulimugulad voi -taimed ja saastunuks tunnistatud taimse materjaliga samast allikast parinevad
tomatitaimed, mille saastumine on tdenéoline taime kloonide kaudu, kuigi analiiiisi tulemused on vdinud olla
negatiivsed. Saastunud ja klooni kaudu seotud mugulate voi taimede suguluse tdendamiseks voib teha
sordikatseid,

eelmises taandes osutatud taimse materjali tootmiskoht v3i -kohad,

loetletud taimse materjali tootmiskoht vdi -kohad, kus kasutatakse artikli 5 16ike 1 punkti ¢ alapunkti ii alusel
organismiga saastunuks osutunud kastmis- ja niisutusvett,

loetletud taimne materjal, mis on kasvatatud pdldudel, mis on ile ujutatud saastunud pinnaveega.

Organismi vdimaliku leviku kindlaksmaidramine artikli 5 16ike 1 punkti a alapunkti iv ja artikli 5 16ike 1 punkti ¢
alapunkti iii alusel holmab

i)

artikli 5 1dike 1 punkti a alapunktis iv osutatud juhtudel

— loetletud taimse materjali muude tootmiskohtade lihedust,

— seemnekartulivarude ihist tootmist ja kasutamist,

— tootmiskohti, kus kasutatakse pinnavett taimse materjali kastmiseks voi niisutamiseks juhtudel, kus artikli 5
16ike 1 punkti a alapunkti ii alusel organismiga saastunuks osutunud tootmiskohas (tootmiskohtades) esi-
neb voi on esinenud pinnavee dravoolu vdi iileujutuse ohtu;
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ii)  juhtudel, mil pinnavesi on artikli 5 16ike 1 punkti ¢ alapunkti ii alusel tunnistatud organismiga saastunuks,

— loetletud taimse materjali tootmiskohta (tootmiskohti), mis asuvad organismiga saastunuks tunnistatud pin-
navee lihedal voi kus esineb iileujutusoht,

— iga eraldatud vesikonda, mis on ithenduses saastunuks tunnistatud pinnaveega,
— veekogud, mis on ithenduses saastunuks tunnistatud pinnaveega, vottes arvesse
— saastunuks tunnistatud vee voolusuunda ja -hulka,
— looduslike maavitsaliste peremeestaimede esinemist.
3. Artikli 5 1oike 2 esimeses 16igus osutatud teatis esitatakse jargmiselt:

—  kohe pirast organismi olemasolu kinnitamist laborianaliiisidega, kasutades II lisas sitestatud meetodeid, esita-
des vihemalt jargmised andmed:

— kartulite puhul,

a)  partii sordi nimi;

b) kasutusotstarve (soogikartul, secemnekartul jne) ja seemnekartuli kategooria, kui see on kohaldatav,
— tomatitaimede puhul partii sordi nimi ja kategooria, kui see on kohaldatav,

— ilma et see piiraks artikli 4 punkti 3 esinemise kahtluse teatamise ndudeid, peab asjaomane liikmesriik, kus saas-
tumine on avastatud ja on olemas teisest litkmesriigist (teistest litkmesriikidest) parit voi teise liikmesriiki (teis-
tesse liikkmesriikidesse) viidava loetletud taimse materjali saastumisoht, viivitamata teatama asjassepuutuvale
litkmesriigile (asjassepuutuvatele litkmesriikidele) artikli 5 16ike 3 kohaselt jargmised andmed:

a)  kartuli- voi tomatipartii sordi nimi;

b) kaubasaatja ja kaubasaaja nimi ja aadress;
¢)  kartuli- voi tomatipartii tarnekuupéev;

d) tarnitud kartuli- voi tomatipartii suurus;

¢) taimepassi koopia voi vahemalt taimepassi number, kui see on asjakohane, voi kasvataja voi turustaja regist-
reerimisnumber, kui see on asjakohane, ja saatedokumendi koopia.

Kui sellist teavet esitatakse, teatatakse sellest viivitamata komisjonile.

4. Artikli 5 1ike 2 teises 1digus osutatud lisateave esitatakse jargmiselt:
parast koigi uuringute 16ppu teatatakse iga juhtumi puhul jirgmised andmed:
a)  kuupdev, millal saastumine kinnitati;

b) lithikirjeldus tehtud uurimisest saasteallika kindlaksmaaramise ja saastumise voimaliku leviku kohta, sealhulgas
labiviidud proovivtu taseme kohta;

¢) teave kindlakstehtud voi oletatava(te) saasteallika(te) kohta;

d)  tdpne teave saastunuks tunnistamise ulatuse kohta, sealhulgas tootmiskohtade arv ja kartulite korral partiide arv
koos sordi nime ja seemnekartuli puhul kategooriaga;
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e)

iiksikasjad tsooni piiritlemise kohta, sealhulgas nende tootmiskohtade arv, mis ei ole tunnistatud saastunuks,
kuid mida tsoon holmab;

tiksikasjad ~ veealade saastunuks tunnistamise kohta, sealhulgas veekogu nimi ja asukoht ning
saastumuse/niisutamiskeelu ulatus;

saastunuks tunnistatud tomatitaimede saadetise voi partii puhul direktiivi 2000/29/EU artikli 13 Ioike 1 alapunk-
tis ii ette ndhtud sertifikaadid ning vastavalt direktiivi 2000/29/EU V lisa A osa I jao punktis 2.2 esitatud loete-
lule viljastatud taimepassi number;

muud teavet, mis on seotud kinnitatud haiguspuhanguga (haiguspuhangutega) ja mida komisjon vdib néuda.
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VI LISA
Artikli 6 punktis 1 osutatud sitted on jargmised:

— loomasoodana kasutamine parast kuumtootlemist, nii et puudub organismi ellujdgdmise oht,

— korvaldamine ametlikult heaks kiidetud jadtmekaitluskohas, kus ei teki organismi keskkonda padsemise identi-
fitseeritavat riski nt pdllumajandusmaadesse imbumise vdi pdllumaa kastmiseks kasutatava veega kokkupuutu-
mise kaudu,

—  toostuslikuks tootlemiseks kasutamine otsese ja vahetu tarnimisega tootlevasse tehasesse, kus on ametlikult heaks
kiidetud jddtmete kdrvaldamise seadmed, mille puhul on kindlaks tehtud, et ei ole organismi leviku identifitsee-
ritavat ohtu, ning vihemalt viljuvate sdidukite puhastamis- ja desinfitseerimissiisteem,

voi

— muud meetmed, tingimusel et on kindlaks tehtud, et ei ole organismi leviku identifitseeritavat ohtu; sellistest
meetmetest ja nende pdhjendustest tuleb teatada komisjonile ja teistele liitkmesriikidele.

Mis tahes muud jddtmed, mis on seotud eespool nimetatud tingimustega voi mis tekivad nende tottu, korvaldatakse
ametlikult heaks kiidetud meetoditel vastavalt kdesoleva direktiivi VII lisale.

Artikli 6 16ikes 2 osutatud loetletud taimse materjali asjakohane kasutamine voi kdrvaldamine vastava liikmesriigi
(vastavate liikmesriikide) vastutavate ametiasutuste kontrolli all koos vastutavate ametiasutuste vahelise teabevahetu-
sega, et tagada pidev kontroll ja selle liitkmesriigi vastutavate ametiasutuste heakskiit, kus kartulid pakendatakse voi
kus neid toodeldakse esimeses ja teises taandes osutatud jadtmete korvaldamise seadmete jaoks, on jargmine:

i)  kartulimugulate puhul

— kasutamine toiduks ette ndhtud tarbekartulina, mis on valmis pakendatud otsetarnimiseks ja kasutamiseks
timberpakendamata kohas, kus on asjakohased jadtmete korvaldamise seadmed. Seemnekartuliks ette ndh-
tud kartuleid voib toodelda samas kohas ainult siis, kui seda tehakse eraldi voi pérast puhastamist ja
desinfitseerimist,

— kasutamine toostuslikuks tootlemiseks ette ndhtud tarbekartulina, mis tuleb otse ja vahetult tarnida tootle-
misettevottesse, kus on nouetekohased jidtmete korvaldamisseadmed ja vihemalt lahkuvate soidukite
puhastamis- ja desinfitseerimissiisteem,

— muu kasutamine voi kdrvaldamine, tingimusel et ei esine organismi leviku identifitseeritavat ohtu ning selle
on heaks kiitnud konealused vastutavad ametiasutused;

ii) teiste taimeosade, k.a varre- ja leheprahi puhul,

—  hivitamine

— muu kasutamine voi kdrvaldamine, tingimusel et ei esine organismi leviku identifitseeritavat ohtu; ning
selle on heaks kiitnud konealused vastutavad ametiasutused.
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4.1.

Artikli 6 1oikes 3 osutatud objektide saastumisest puhastamise asjakohased meetodid on puhastamine ja vajaduse
korral desinfitseerimine nii, et ei ole organismi leviku identifitseeritavat ohtu, ning seda tehakse litkmesriikide vastu-
tavate ametiasutuste jirelevalve all.

Liikmesriikide rakendatavad meetmed artikli 5 1dike 1 punkti a alapunktis iv ja punkti ¢ alapunktis iii kehtestatud ja
artikli 6 1dikes 4 osutatud piiritletud tsooni(de)s on jirgmised.

Nendel juhtudel, kui tootmiskohad on tunnistatud organismiga saastunuks artikli 5 16ike 1 punkti a alapunkti ii alusel

a)  kaitstud tootmisalade pdldudel voi polluosadel, mis on tunnistatud saastunuks artikli 5 16ike 1 punkti a ala-
punkti ii alusel

i)  vdhemalt nelja kasvatusaasta jooksul pdrast saastunuks tunnistamise aastat,

vOi

voetakse meetmed iseeneslikult kasvama ldinud kartuli- ja tomatitaimede ja muude organismi pere-
meestaimede, sh maavitsaliste sugukonda kuuluvate umbrohtude korvaldamiseks

ning

ei panda maha, istutata ega kiilvata jargmist:
— kartulimugulaid, -taimi ega -seemneid,
— tomatitaimi ega -seemneid,

— vottes arvesse organismi bioloogiat,

— teisi organismi peremeestaimi,

— taimeliike perekonnast kapsasrohi Brassica, mille puhul on identifitseeritav organismi ellujdamise
oht,

— teisi pollukultuure, millel on identifitseeritav organismi levitamise oht,

esimesel kartuli vOi tomati kasvuaastal, mis jargneb eelmises taandes madratletud ajavahemikule, ja
tingimusel, et pold on vahemalt kahel jarjestikusel kasvuaastal enne taimede istutamist olnud amet-
liku kontrolli ajal vaba iseeneslikult kasvama ldinud kartuli- ja tomatitaimedest ja muudest peremees-
taimedest, sh maavitsaliste sugukonda kuuluvatest umbrohtudest, tuleb

— kartuli puhul lubada vaid tarbekartuli tootmist,

— kartuli ja tomati puhul analiiiisida vastavalt koristatud mugulaid voi tomatitaimi II lisas esitatud
menetluse kohaselt,

hooajal, mis jargneb eelmises taandes osutatud kartuli- vdi tomatikasvatushooajale ja asjakohasele kiil-
vikordade tsiiklile (mis seemnekartuli kasvatamise puhul on vihemalt kaks aastat), viia labi artikli 2
16ikes 1 mairatletud ametlik kontroll,

ii)  saastunuks tunnistamise aastale jargneva viie kasvatusaasta jooksul

voetakse meetmed iseeneslikult kasvama ldinud kartuli- ja tomatitaimede ja muude organismi loodus-
likult esinevate peremeestaimede, sh maavitsaliste sugukonda kuuluvate umbrohtude korvaldamiseks

ning

tuleb esimese kolme aasta jooksul pdld vastavalt identifitseeritavale ohule kas so6ti jatta voi kiilvata
sinna teravilja voi kasutada piisikarjamaana, mida sagedasti madalalt niidetakse voi kasutatakse inten-
siivselt karjatamiseks, voi kasutada heintaimede seemne tootmiseks ja kahe jargneva aasta jooksul jarg-
neb muude kui organismi peremeestaimede kasvatamine, mille puhul ei ole organismi ellujadmise voi
leviku identifitseeritavat ohtu,
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esimesel kartuli voi tomati kasvuaastal, mis jargneb eelmises taandes médratletud ajavahemikule, ja
tingimusel, et pold on vahemalt kahel jarjestikusel kasvuaastal enne taimede istutamist olnud amet-
liku kontrolli ajal vaba iseeneslikult kasvama ldinud kartuli- ja tomatitaimedest ja muudest peremees-
taimedest, sh maavitsaliste sugukonda kuuluvatest umbrohtudest, tuleb

— kartuli puhul lubada seemne- voi tarbekartuli tootmist,

— kartuli ja tomati puhul analiiiisida vastavalt koristatud mugulaid voi tomatitaimi vastavalt II lisas
esitatud menetlusele;

b)  koigil muudel saastunud tootmiskoha pdldudel ning tingimusel, et vastutavad ametiasutused on kindlaks teinud,
et iseeneslikult kasvama ldinud kartuli- ja tomatitaimede ja muude organismi looduslikult esinevate peremeestai-
mede, sealhulgas maavitsaliste sugukonda kuuluvate umbrohtude oht on korvaldatud,

tootmiskoha saastunuks tunnistamise aastale jargneval kasvatusaastal

kartulimugulaid, -taimi vdi seemneid ega muid organismi peremeestaimi ei panda maha, istutata ega
kiilvata,

kartulimugulate puhul tohib sertifitseeritud seemnekartulit kasutada iiksnes tarbekartuli tootmiseks,

tomatitaimede puhul v&ib direktiivi 2000/29/EU nduetele vastavast seemnest kasvatatud tomatitaimi
kasutada tiksnes viljade tootmiseks,

saastunuks tunnistamise aastale jargneval teisel kasvatusaastal

kartulite puhul kasutatakse seemne- voi tarbekartuli tootmiseks iiksnes sertifitseeritud seemnekartulit
voi seemnekartulit, mida on pruunméadaniku puudumise suhtes ametlikult analiitisitud ning mis on
kasvatatud ametliku kontrolli all muudes kui artiklis 4.1 osutatud tootmiskohtades,

tomatite puhul kasutatakse nii taimede kui ka viljade tootmiseks iiksnes tomatitaimi, mis on kasvata-
tud direktiivi 2000/29/EU nduetele vastavast seemnest vdi, vegetatiivse paljundusviisi puhul, toodetud
niisugusest seemnest saadud taimedest ja kasvatatud ametliku kontrolli all muudes kui artiklis 4.1 osu-
tatud tootmiskohtades,

saastunuks tunnistamise aastale jargneval vihemalt kolmandal kasvatusaastal

kartulite puhul kasutatakse nii seemne- kui ka tarbekartuli tootmiseks iiksnes sertifitseeritud seemne-
kartulit voi sertifitseeritud seemnekartulist ametliku kontrolli all kasvatatud seemnekartulit,

tomatite puhul kasutatakse nii taimede kui ka viljade tootmiseks iiksnes tomatitaimi, mis on kasvata-
tud direktiivi 2000/29/EU nduetele vastavast seemnest, vdi niisugustest taimedest ametliku kontrolli
all kasvatatud taimi,

koigil eclmistes taanetes viidatud kasvatusaastatel voetakse meetmed iseeneslikult kasvama ldinud kartuli-

ja tomatitaimede ja muude organismi looduslikult esinevate peremeestaimede kdrvaldamiseks, kui neid esi-

neb, ning viiakse sobival ajal 14bi kasvavate taimede ametlik kontroll, samuti tehakse kartuli puhul korista-
tud mugulate ametlik analiiiisimine vastavalt II lisas esitatud menetlusele;

¢) viivitamata pdrast saastunuks tunnistamist vastavalt artikli 5 16ike 1 punkti a alapunktile ii ning pérast esimest
sellele jargnevat kasvuaastat,

koik tootmiskohas ja kartuli- voi tomatikasvatusel kasutatud masinad ja ladustamisrajatised puhastatakse
ning vajaduse korral desinfitseeritakse, kasutades nduetekohaseid meetodeid, mida on kirjeldatud punktis 3,

ametlikult kontrollitakse kastmis- ja niisutamiskavasid ning vajaduse korral need keelatakse, et viltida orga-
nismi levikut;
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d)

artikli 5 16ike 1 punkti a alapunkti ii alusel saastunuks tunnistatud kaitstud tootmisala osal, kus on vdimalik
kasvusubstraadi tdielik vahetus,

on kartulimugulate, -taimede ja -seemnete voi muude organismi peremeestaimede, sh tomatitaimede ja
-seemnete mahapanek, istutamine voi kiilvamine lubatud, kui tootmisala osal on kehtestatud ametlikud jdre-
levalvemeetmed organismi korvaldamiseks ja koikide organismi peremeestaimede korvaldamiseks, sh taie-
likuks kasvusubstraadi vahetamiseks ja konealuse tootmisala osa ja koikide seadmete pohjalikuks
puhastamiseks ning vajaduse korral desinfitseerimiseks, ning millel seejirel on vastutavad ametiasutused
lubanud toota kartuleid voi tomateid,

ning

kasvatatakse kartuleid sertifitseeritud seemnekartulist vdi minimugulatest vdi mikrotaimedest, mis périne-
vad kontrollitud allikatest,

kasvatatakse tomateid direktiivi 2000/29/EU nouetele vastavast seemnest voi, vegetatiivse paljundusviisi
puhul, niisugusest seemnest saadud ja ametliku kontrolli all kasvatatud taimedest,

kontrollitakse ametlikult kastmis- ja niisutamiskavasid ning vajaduse korral need keelatakse, et valtida orga-
nismi levikut.

4.2. Tlma et see piiraks punktis 4.1 méiratletud meetmeid, peavad liikmesriigid piiritletud tsoonis

a)

tagama, et vahetult pdrast saastunuks tunnistamist koik niisuguste kartuli- voi tomatikasvatusettevotete masinad
ja ladustamisseadmed nduetekohaselt puhastatakse ja desinfitseeritakse, kasutades punktis 3 méiratletud asjako-
haseid meetodeid;

viivitamata ja vihemalt kolme kasvatushooaja jooksul pérast saastunuks tunnistamist

ba)

bb)

juhtudel, kui piiritletud tsoon on kindlaks maaratud artikli 5 1dike 1 punkti a alapunkti iv alusel,

— tagama oma vastutavate ametiasutuste jarelevalve kartulimugulate v3i tomatite kasvatus-, ladustamis-
voi kaitlemisettevdtetes ning ettevotetes, kus kasutatakse kartuli- voi tomatikasvatusseadmeid lepingu
alusel,

— nodudma selles tsoonis kartuli tootmiseks ainult sertifitseeritud seemnekartuli voi sellise seemnekartuli
mahapanemist, mida on kasvatatud ametliku kontrolli all, ning pérast saagikoristust selle seemnekar-
tuli analitisimist, mis on kasvatatud artikli 5 16ike 1 punkti a alapunktile iii alusel tdendoliselt saastu-
nuks tunnistatud kohtades,

— ndudma koristatud seemnekartuli varude tarbekartulist eraldi kditlemist koikides ettevotetes selles tsoo-
nis voi seemnekartuli ja tarbekartuli kiditlemise vahel puhastamist ja vajaduse korral desinfitseerimist,

— nodudma, et kdnealuses tsoonis istutataks kogu saagi saamiseks iiksnes selliseid tomatitaimi, mis on
kasvatatud direktiivi 2000/29/EU nduetele vastavast seemnest voi, vegetatiivse paljundusviisi puhul,
toodetud niisugusest seemnest saadud taimedest ja kasvatatud ametliku kontrolli all,

—  viima labi artikli 2 16ikes 1 miiratletud ametliku seire;

juhtudel, kui pinnavesi on saastunuks tunnistatud artikli 5 16ike 1 punkti ¢ alapunkti ii alusel vdi on orga-
nismi voimaliku leviku allikaks vastavalt V lisa punktile 2,

— viima labi iga-aastase seire asjakohasel ajal, sh proovide votmise pinnaveest ja vastavatest organismi
maavitsalistest peremeestaimedest, mis on seotud vastavate veeallikatega, ja tegema analiiiisid kooskd-
las II lisas sitestatud asjakohaste meetoditega loetletud taimematerjali puhul ja muudel juhtudel,
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—  kehtestama kastmis- ja niisutuskavade ametliku kontrolli, sh keelama saastunuks tunnistatud vee kasu-
tamise loetletud taimse materjali ja vajaduse korral muude peremeestaimede kastmiseks ja niisutami-
seks, et viltida organismi levikut. Selle keelu voib uuesti 14bi vaadata, toetudes iga-aastasel seirel saadud
tulemustele ning tithistamisotsustele, kui vastutavad ametiasutused leiavad, et pinnavesi ei ole enam
saastunud. Keelu all olevat vett voib ametliku kontrolli all kasutada peremeestaimede kastmiseks ja
niisutamiseks, kui kasutatakse ametlikult heaks kiidetud meetodeid, mis kdrvaldavad organismi ja vil-
divad tema levikut,

— juhtudel, kui vedelate jaitmete dravoolukohad on saastunud, tuleb kehtestada ametlik kontroll loetle-
tud taimset materjali kasutava tootleva toostuse voi pakendamiskohtade tahkete voi vedelate jadtmete
korvaldamiseks;

¢) kehtestama vajaduse korral kava koikide seemnekartulivarude asendamiseks asjakohase ajavahemiku jooksul.
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VII LISA

Ametlikult heaks kiidetud jadtmete korvaldamise meetodid, millele on osutatud VI lisa 16ike 1 neljandas taandes, peavad
organismi levikuohu viltimiseks vastama jargmistele tingimustele:

i)  kartulite ja tomatite tootlemisjddtmed (sh valjapraagitud kartulid, kartulikoored ja tomatid) ning muud kartulite ja
tomatitega seotud tahked jadtmed (sh pinnas, kivid ja muu priigi) tuleb kas

— korvaldada ametlikult heaks kiidetud jadtmekiitluskohas, kus ei teki organismi keskkonda pddsemise identifitsee-
ritavat riski nt pollumajandusmaasse imbumise voi pollumaa kastmiseks kasutatava veega kokkupuutumise kau-
du. Jadtmed tuleb toimetada otse jadtmekditluskohta sellistes isoleeritud tingimustes, et ei ole ohtu jddtmete
kadumiseks,

vOi
— tuhastada
vOi

— korvaldada muid meetmeid kasutades, tingimusel et on kindlaks tehtud, et ei ole organismi leviku identifitseeri-
tavat ohtu; sellistest meetmetest ja nende pdhjendustest tuleb teatada komisjonile ja teistele liitkmesriikidele;

ii) vedelad jddtmed: enne dravoolu tuleb holjuvaineid sisaldavad vedelad jaatmed filtreerida voi setitada selliste ainete
eemaldamiseks. Need ained tuleb kdrvaldada vastavalt 18igus i sitestatule.

Vedelad jadtmed tuleb seejirel kas
— enne korvaldamist kuumutada vdhemalt temperatuurini 60 °C vahemalt 30 minuti jooksul

Vo1

— korvaldada muul ametlikult heaks kiidetud viisil ja ametliku jarelevalve all, nii et ei ole identifitseeritavat riski

seks. Nende meetmete iiksikasjadest teavitatakse teisi liikmesriike ja komisjoni.

Kéesolevas lisas kirjeldatud voimalusi kohaldatakse ka saastunud partiide kaitlemise, korvaldamise ja to6tlemisega seotud
jddtmete suhtes.”



