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Sisukord I Aktid, mille avaldamine on kohustuslik

* Komisjoni direktiiv 2006/56/EU, 12. juuni 2006, millega muudetakse kartuli-ringmidaniku torjet
kisitleva ndukogu direktiivi 93/85/EMU lisasid ...................oiiiiiiiii i 1

Aktid, mille pealkiri on triikitud harilikus triikikirjas, kisitlevad pollumajanduskiisimuste igapéevast korraldust ning nende kehtivusaeg on
iildjuhul piiratud.

Koigi iilejadnud aktide pealkirjad on triikitud poolpaksus kirjas ja nende ette on margitud tirn.
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I

(Aktid, mille avaldamine on kohustuslik)

KOMISJONI DIREKTIIV 2006/56/EU,
12. juuni 2006,

millega muudetakse kartuli-ringmidaniku trjet kisitleva ndukogu direktiivi 93/85/EMU lisasid

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,

vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut,

vottes arvesse kartuli-ringmadaniku torjet késitlevat ndukogu
4. oktoobri 1993. aasta direktiivi 93/85/EMU, (?) eriti selle artik-
lit 12,

ning arvestades jargmist:

(1) Uks kartulile kahjulikke organisme on Clavibacter michiga-
nensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spieckermann
et Kotthoff) Davis et al., kartuli-ringmadaniku haiguseteki-
taja (edaspidi “organism”).

(2)  Organism esineb siiani mdnes ithenduses osas.

(3)  Direktiivis 93/85/EMU on sitestatud iiksikasjalikud meet-
med, mida liitkmesriigid peavad votma organismi vastu, et
kindlaks teha selle asukoht ja levik; viltida selle esinemist
ja levikut; avastamise korral viltida selle levikut ja tdrjuda
haigust likvideerimise eesmargil.

(4)  Vahepeal on toimunud miérkimisvédirne areng bioloogias
ning organismi avastamise ja kindlaksmaaramise menetlu-
ses; organismi tdrjel saadud praktiliste kogemuste toel
tuleks ldbi vaadata mitmed torjemeetmetega seotud tehni-
lised sitted.

(5)  Nende arengute tulemusel on ilmselt vajalik libi vaadata
ja ajakohastada direktiivi 93/85/EMU lisades olevad
meetmed.

(1) EUT L 259, 18.10.1993, Ik 2.

(6)  Avastamis- ja kindlaksmdiramismenetlusse on inkorpo-
reeritud sellised hiljuti véljatootatud menetlused nagu fluo-
restsents in situ hiibridisatsioon (FISH) ja poliimeraasi
ahelreaktsioon (polymerase chain reaction — PCR) ning prae-
guse avastamis- ja kindlaksmddramismenetluse erinevate
tehniliste osade tdiustused.

(7)  Torjemeetmete tehniliste osade puhul on tdiendatud jirg-
misi osi: laboratoorselt analiiiisitud kontrollproovide sii-
litamine nii, et oleks vdimalik tagada organismi
tagantjirele kindlakstegemine, véimaliku saastumise ula-
tuse kindlaksmédramiseks vajalikud tegurid, organismi mis
tahes kinnitatud esinemisest ja asjaomasest saastunud
tsoonist teatamise iiksikasjad, saastunuks tunnistatud toot-
miskohtades ja piiritletud tsoonides rakendatavad
meetmed.

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

ON VASTU VOTNUD JARGMISE DIREKTIIVI:

Artikkel 1

Direktiivi 93/85/EMU lisad asendatakse kiesoleva direktiivi lisas
olevate vastavate tekstidega.

Artikkel 2

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

Liikmesriigid kohaldavad neid norme alates 1. aprillist 2007.

Kui litkmesriigid need normid vastu vétavad, lisavad nad nen-
desse normidesse voi 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 voetud
pohiliste riigisiseste digusnormide teksti. Kdesolev direktiiv on adresseeritud litkmesriikidele.

Artikkel 3 Briissel, 12. juuni 2006.

Komisjoni nimel

Kiesolev direktiiv joustub kolmandal péeval pérast selle avalda- komisjoni liige
mist Euroopa Liidu Teatajas. Markos KYPRIANOU
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RINGMADANIKU BAKTERI CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. ssp. SEPEDONICUS
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al. DIAGNOOSIMISE, AVASTAMISE JA KINDLAKSMAARAMISE
ANALUUSIMETOODIKA

ANALUUSIMETOODIKA RAKENDUSALA
Kiesoleva metoodikaga kirjeldatakse eri menetlusi, mis on seotud:
i) ringmadaniku diagnoosimisega kartulimugulates ja -taimedes;
ii)  bakteri Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus avastamisega kartulimugulates ja -taimedes;

i) bakteri Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus) kindlaksméddramisega.

ULDPOHIMOTTED

Erinevate meetodite optimeeritud protokollid, valideeritud reaktiivid ning iiksikasjad analiiiisi ja kontrollainete ettevalmis-
tuse kohta on sitestatud liidetes. Liites 1 on sitestatud laborite nimekiri, mis tegelesid protokollide optimeerimise
ja valideerimisega.

Kuna protokollid hélmavad ohtliku organismi avastamist ja bakteri C. m. subsp. sepedonicus elujéuliste kultuuride kasuta-
mist kontrollmaterjalina, tuleb menetlus l4bi viia sobivates karantiinitingimustes, kus on kohased jadtmete kdrvaldamise
seadmed ning ametlike taimekarantiini asutuste vélja antud litsentside kohased tingimused.

Analiitisiparameetrid peavad tagama bakteri C. m. subsp. sepedonicus jarjepideva ja uuesti korratava avastamise valitud mee-
todites sitestatud piirmaarades.

Oluline on positiivsete kontrollproovide tipne ettevalmistamine.

Analiiiiside tegemisel vastavalt ndutavatele piirmédradele tuleb tihelepanu poorata ka seadmete digele seadistusele, hool-
dusele ja kalibreerimisele, reaktiivide hoolikale kaitlemisele ja sailitamisele ning koigile meetmetele, mille eesmark on vil-
tida proovide omavahelist saastumist, s.t positiivsete kontrollproovide eraldamisele analiiisitavatest proovidest. Tuleb
kohaldada kvaliteedikontrolli standardeid, selleks et viltida halduslikke ja muid vigu, eelkdige seoses margistamise ja
dokumentidega.

Direktiivi 93/85/EMU artikli 4 15ikes 2 osutatud haiguse esinemise kahtlus tdhendab proovi diagrammides maaratletud
diagnostiliste voi sdelkatsete positiivset tulemust.

Kui esimene sdelkatse (IF voi PCR/FISH) on positiivne, kahtlustatakse nakatumist bakteriga ja tuleb teha teine soelkatse.
Kui teine soelkatse on positiivne, on kahtlus leidnud kinnituse (haiguse esinemise kahtlus) ning tuleb jitkata analiiiiside
tegemist vastavalt metoodikale. Kui teine sdelkatse on negatiivne, ei peeta proovi bakteriga nakatunuks.

Seetottu on artikli 4 16ikes 2 osutatud positiivne IF-analiitis maaratletud teises soelkatses (PCR/FISH) kinnitust leidnud posi-
tiivse [F-tulemuse kaudu.

Direktiivi 93/85/EMU artikli 5 18ikes 1 osutatud kinnitatud organismi olemasolu tdhendab bakteri C. m. subsp. sepedonicus
puhaskultuuri isoleerimist ja identifitseerimist koos patogeensuse kinnitusega.

1. PROTSESSI TUTVUSTUS DIAGRAMMINA
1.1. avastusmetoodika ringmidaniku diagnoosimiseks ringmidaniku siimptomitega kartulimugulates ja
-taimedes

Analiitisimetoodika on ette nihtud kartulimugulate ja -taimede puhul, millel esinevad tiiiipilised voi kahtlased
ringméddaniku siimptomid. Siia kuuluvad kiiranaliiiis, saastunud juhtkoest patogeeni isoleerimine diagnostilisele
sootmele ja positiivse tulemuse korral bakterikultuuri C. m. subsp. sepedonicus kindlaksmédramine.
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ringmadaniku kahtlusega kartulimugul(ad)
vdi kartulitaim(ed) (")

<>—[ DIAGNOSTILISED KIIRTESTID (2) )
( PEAMINE ISOLEERIMISTEST () J
( tiupilise morfoloogiaga kolooniad (*)
bakterit C.m. subsp. sepedonicus ei avastatud
< - proov ei ole nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus
JA

[ puhastatakse Ulds66tmele taaskilvamisega )

(IDENTIFITSEERIMISTESTID ©) )—<>—( PATOGEENSUSTEST (') ]

molemad testid kinnitavad, et puhaskultuur on
C.m. subsp. sepedonicus

proov ei ole nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus

<>

proov on nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus

) Siimptomite kirjeldus on esitatud punktis 2.

® Asjakohased anallitsid on jargmised:

— IF-anallits (punkt 4),

— PCR-anallitis (punkt 6),

— FISH-analuus (punkt 5).
® Kuigi esmaseks sammuks on tilpiliste simptomitega taimsest materjalist haigusetekitaja isoleerimine kasvuséétmeplaatidele, voib
selline kultiveerimine ebadnnestuda infektsiooni edasiarenenud faaside korral. Saprofiititsed bakterid, mis kasvavad haigestunud kudedel,
voivad isoleerimiss66tmel haigusetekitaja kasvu maha suruda. Seetdttu on soovitav kasutada nii mitteselektiiv- kui selektiivsdddet,
eelistatavalt MTNAd (punkt 8) vi biotesti (punkt 7).
*) Tuupilise koloonia morfoloogia kirjeldus on esitatud punktis 8.
®) Kui bakteri isoleerimine annab negatiivse tulemuse, kuid haiguse siimptomid on tlilipilised, tuleb isoleerimist korrata.
® Bakteri C. m. subsp. sepedonicus puhaskultuuri saab usaldusvaarselt kindlaks maarata, kasutades punktis 9 loetletud anallitise.
Q]

Patogeensusanaluisi on kirjeldatud punktis 10.
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1.2. Bakteri Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus asiimptomaatiliste kartulimugulate proovides avastamise
ja kindlaksmidramise metoodika

Pohimate

Analiitisimeetod on mdeldud latentsete nakkuste avastamiseks kartulimugulates. Erinevatel bioloogilistel pohimo-
tetel pohineva vihemalt kahe soelkatse positiivse tulemuse korral tuleb patogeen isoleerida; kui isoleeritakse tiiii-
pilised kolooniad, peab jirgnema bakteri C. m. subsp. sepedonicus puhaskultuuri kindlaksmairamine. Ainult tihe
soelkatse positiivsest tulemusest ei piisa selleks, et lugeda proov kahtlaseks.

Soelkatsed ja isolatsioonianaliiiisid peavad vdimaldama avastada 10° kuni 10* rakku resuspendeeritud bakterisa-
deme milliliitri kohta, mis kuuluvad positiivse kontrollina igasse analiiiisiseeriasse.
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( kartulimugulate proov (")

( patogeeni ekstraheerimine ja kontsentreerimine (?)

PEAMISED SOELKATSED (%)
IF-test (4)/PCR-test ()/FISH-test (°)

— U

( esimene séelkatse (%)

bakterit C.m. subsp. sepedonicus

proov ei ole nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus

bakterit C.m. subsp. sepedonicus

proov ei ole nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus

( selektiivne isoleerimine (7) ja biotest (8)

[ thupilise morfoloogiaga kolooniad (°)

bakterit C.m. subsp. sepedonicus

proov ei ole nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus

( puhastatakse Ulds66tmele taaskilvamisega )

(IDENTIFITSEERIMISTESTID (" )—%>—( PATOGEENSUSTEST (*?) ]

mdlemad testid kinnitavad, et puhaskultuur on
C.m. subsp. sepedonicus

<=
(™

proov ei ole nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus

J

proov on nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus
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" Standardproovi suurus on 200 mugulat, kuid meetodit saab kasutada vaiksema prooviga, kui 200 mugulat ei ole.

Q) Patogeeni eraldamise ja kontsentreerimise meetodeid on kirjeldatud punktis 3.1.

®) Kui erinevatel bioloogilistel pdhimdtetel pohinevad vahemalt kaks analliisi annavad positiivse tulemuse, tuleb bakter isoleerida ja

kinnitada. Tehakse vdhemalt Uks sdelkatse. Kui selle katse tulemus on negatiivne, loetakse proov negatiivseks. Kui selle katse tulemus

on positiivne, tuleb teha tiks vdi mitu erinevatel bioloogilistel pohimbtetel pdhinevat séelkatset esimese positiivse tulemuse tdendamiseks.

Kui teise voi jargmiste katsete tulemused on negatiivsed, loetakse proov negatiivseks. Téiendavad anallilise ei ole vaja teha.

* Immunofluorestsentsanalts (IF).

IF-s6elkatses kasutatakse alati poliikloonilist antikeha, monokloonilised lisaantikehad vdivad anda konkreetsema tulemuse (vt punkti 4).

(®)  PCR-analiilis.

Kasutatakse nduetekohaselt valideeritud PCR-reaktiive ja -protokolle (vt punkti 6).

(®)  FISH-analuus.

Kasutatakse valideeritud reaktiive ja protokolle (vt punkti 5).

(")  Selektiivne isoleerimine.

MTNA-kasvusdétme véi NCP-88-kasvustdtme ja 1/100 lahjendatud resuspendeeritud bakterisademe kasutamisel voib see paljudel
juhtudel olla sobiv meetod bakteri C. m. subsp. sepedonicus otseseks eraldamiseks. Tulpilised kolooniad véivad ilmuda 3-10 p&eva
moddumisel killvamisest. Seejarel saab patogeeni puhastada ja kindlaks méaérata. Selle analliisi kogu potentsiaali kasutamiseks tuleb
véga hoolikalt eemaldada kartulitelt basaalse tipu sidamikud, et véltida kartulimugulates sekundaarseid baktereid, mis on bakteri C. m.
subsp. sepedonicus konkurendid kasvusd6tmel ning véivad mdjutada haigusetekitaja kasvu. Kui see anallius ei dnnestu, tuleb bakterid
eraldada biotestiks kasutatavatest taimedest (vt punkti 8).

() Biotesti kasutatakse bakteri C. m. subsp. sepedonicus isoleerimiseks kartuliekstrakti bakterisademest selektiivse rikastamise teel
baklazaanides (Solanum melongena). Katse tegemiseks on vaja kdesolevas meetodis maaratletud optimaalseid kasvutingimusi. Seda
katset ei mojuta tdéenéoliselt bakterid, mis inhibeerivad bakterit C. m. subsp. sepedonicus MTNA- véi NCP-88-kasvusdotmel (vt punkti 7).

(®  Tuupilise koloonia morfoloogia kirjeldus on esitatud punktis 8.

%) Saprofiilitbakterid véivad olla konkurendiks v&i inhibiitoriks ja selle tdttu voib kasvatamine vdi biotest ebadnnestuda. Kui sdelkatsed
on andnud positiivseid tulemusi, kuid isoleerimisanalliisid on negatiivsed, korratakse isoleerimisanaliilise sama bakterisademega voi
voetakse lisaks sama proovi Idigatud mugulate basaalse tipu juurest juhtkudet ning vajaduse korral tehakse anallilise lisaproovidega.

(") Bakteri C. m. subsp. sepedonicus eeldatava puhaskultuuri saab usaldusvéarselt kindlaks mé&arata, kasutades punktis 9 kirjeldatud
analuise.

("?)  Patogeensusanaliiiisi on kirjeldatud punktis 10.
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1.3. haigusetekitaja Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus asiimptomaatiliste kartulitaimede proovides
avastamise ja kindlaksmairamise metoodika

—/

[ varreosade proov (")

( patogeeni ekstraheerimine ja kontsentreerimine (?)

selektiivne isoleerimine (*)/IF-test (°)/PCR-test (°)/FISH-test (7
valikuline tidiendav test : biotest ()

tuupilise ?grrgzltoigg;:gﬁnli?sl?omad ]_<L_( kéik tehtud testid negatiivsed
bakterit C.m. subsp. sepedonicus
< EI () ei avastatud
proov ei ole nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus

molemad testid kinnitavad,
et puhaskultuur on
C.m. subsp. sepedonicus

( IDENTIFITSEERIMISTESTID (') )—<‘>—( PATOGEENSUSTEST (') )

puhastatakse uldséétmele
taaskulvamisega

proov ei ole nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus

proov on nakatunud bakteriga
C.m. subsp. sepedonicus

PEAMISED SOELKATSED (%) }




4.7.2006 Euroopa Liidu Teataja L 182/9

(")  Soovitatavad proovide suurused on punktis 3.2.

Q) Patogeeni ekstraheerimise ja kontsentreerimise meetodeid on kirjeldatud punktis 3.2.

® Kui vahemalt kaks erinevatel bioloogilistel pohimétetel pdhinevat anallilisi annavad positiivse tulemuse, tuleb bakter isoleerida ja

kinnitada.

Tehakse vahemalt Uks sdelkatse. Kui selle katse tulemus on negatiivne, loetakse proov negatiivseks. Kui selle katse tulemus on

positiivne, tuleb teha ks vdi mitu erinevatel bioloogilistel pdhimbtetel pdhinevat sdelkatset esimese positiivse tulemuse tdendamiseks.

Kui teise voi jargmiste katsete tulemused on negatiivsed, loetakse proov negatiivseks. Tadiendavad anallilise ei ole vaja teha.

Selektiivset isoleerimisanallisi ja tulipilise koloonia morfoloogiat on kirjeldatud punktis 8.

IF-analliisi on kirjeldatud punktis 4.

PCR-analudisi on kirjeldatud punktis 6.

FISH-anallilsi on kirjeldatud punktis 5.

Biotesti on kirjeldatud punktis 7.

Saprofuitbakterid vdivad olla konkurendiks v6i inhibiitoriks ja selle tottu voib kasvatamine vdi biotest ebadnnestuda. Kui séelkatsetega

saadakse positiivseid tulemusi, kuid isoleerimisanalliiisid on negatiivsed, korratakse isoleerimisanaliilise ja vajaduse korral tehakse

neid lisaproovidega.

(") Bakteri C. m. subsp. sepedonicus eeldatava puhaskultuuri saab usaldusvaarselt kindlaks méaérata, kasutades punktis 9 kirjeldatud
analliuse.

("  Patogeensusanaliilisi on kirjeldatud punktis 10.
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2.

2.1.

2.2.

3.1.

RINGMADANIKU SUMPTOMITE VISUAALNE KONTROLL

Kartulitaimed

Euroopa kliimatingimustes leitakse siimptomeid p6llul harva, tihti ilmnevad need alles hooaja 16pus. Lisaks sellele
takistavad sageli siimptomite dratundmist muud haigused, lehtede vananemine vdi mehhaanilised vigastused. See-
tdttu voivad siimptomid pollu kontrollimisel kergesti markamata jadada. Narbumissiimptomid on pruunmédaniku
narbumissiimptomitest viga erinevad; narbumine on tavaliselt aeglane ja piirdub alguses leheservadega. Noored
nakatunud lehed kasvavad sageli edasi, kuid kasv on nakatunud leheosas aeglasem. Selle tulemusel on lehe kuju
ebakorraparane. Varre alaosas olevatel lehtedel, mida mojutab varre juhtkudede sulgumine, on leheroodude vahe-
line ala sageli klorootiline, virvusega kollasest oranzini. Nakatunud lehekesed, lehed ja isegi varred voivad havida.
Lehed ja mugulad on sageli lihtsalt viiksemad. Ménikord taimed kdnguvad. Paljude siimptomite vérvilised pildid
on veebilehel http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

Kartulimugulad

Esimesed stimptomid on koe kerge klaasistumine vdi poollabipaistvus ilma pehmenemiseta juhtkoe timbruses,
eriti basaalse tipu ldhedal. Juhtkoering basaalses tipus voib olla veidi tumedama virvusega kui tavaliselt. Esimene
kindlalt identifitseeritav siimptom on see, kui juhtkoering on kollaka virvusega ning kui mugula kergel pigista-
misel ilmuvad soontest juustulaadse aine sambad. See eritis sisaldab miljoneid baktereid. Juhtkude voib muutuda
pruunikaks ning selles etapis sarnanevad siimptomid mugulal pruunmadaniku siimptomitega, mida pdhjustab
Ralstonia solanacearum. Esialgu voivad need siimptomid olla itksnes iihes juhtkoeringi osas ning ei pruugi olla
basaalse tipu ldhedal ning vdivad jark-jargult laieneda kogu ringile. Haiguse siivenedes juhtkude havib; koore vali-
mine osa voib eralduda sisemisest. Haiguse 16ppjéargus ilmuvad mugula pinnale praod, mis on sageli ddrtest puna-
kaspruunid. Hiljuti on Euroopas olnud mitu juhtumit, kus koore keskosa madaneb juhtkoeringiga iiheaegselt,
mille tulemuseks on sekundaarne invasioon koos sisemuse ddnsaks muutumise ja nekroosiga. Sekundaarse seen-
haiguse voi bakteri levik voib siimptomeid varjata ning 16ppjargus voib olla raske voi isegi vdimatu eristada ring-
miédaniku siimptomeid teistest mugulamédanikest. Voib esineda ebatiiiipilisi simptomeid. Paljude siimptomite
virvilised pildid on veebilehel http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

PROOVI ETTEVALMISTAMINE

kartulimugulad

Mirkus:

—  Standardproovi suurus on 200 mugulat analiiiisi kohta. Intensiivsem proovivotmine eeldab rohkem analiiiise, kuid proovi
suurus jadb samaks. Suurem mugulate arv proovis pdhjustab tulemuste inhibeerimise v6i nende tdlgendamise keerukuse.
Siiski saab meetodit kasutada 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 pruun-baktermidaniku bakteri Ralstonia solanacearum
avastamiseks.

Vabatahtlik eelt66tlemine enne proovi valmistamist:

Mugulad pestakse. Iga proovi jirel kasutatakse kohaseid desinfektsioonivahendeid (klooriithendeid, kui kasuta-
takse PCR-analiiiisi, et eemaldada voimalik patogeenne DNA) ja pesuaineid. Mugulad kuivatatakse dhu kdes. Eriti
on pesemine kasulik (kuid mitte kohustuslik) nende proovide puhul, millel on liiga palju mulda, ning kui tehakse
PCR-analiiiisi voi bakterite otsest isoleerimist.

Puhta ja desinfitseeritud skalpelli voi juurviljanoa abil eemaldatakse koor mugula basaalse tipu juurest nii, et juht-
kude tuleb ndhtavale. Basaalse tipu juures Idigatakse viike juhtkoe siidamik ettevaatlikult vélja nii, et muid kude-
sid tuleks kaasa véimalikult vihe (vt veebilehekiilge http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Mirkus:

Iga kahtlaste ringmédaniku siimptomitega mugul pannakse korvale ja analiiiisitakse eraldi.
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3.2

3.2.1.

Kui basaalse tipusiiddamiku eemaldamisel ilmneb kahtlaseid siimptomeid, tuleks teha selle mugula visuaalne kont-
roll pdrast mugula 15ikamist basaalse tipu juurest. Koiki kahtlaste siimptomitega 16igatud mugulaid tuleks hoida
korgistumiseks vihemalt kaks pdeva toatemperatuuril ning seejdrel sdilitada jahutatud mugulad (4-10 °C) kohas-
tes karantiinitingimustes, kuni kdik analiiiisid on tehtud. Kdiki proovideks voetud mugulaid (sealhulgas kahtlaste
simptomitega mugulad) tuleks siilitada vastavalt II lisale.

Basaalsed tipusiidamikud kogutakse kasutamata ithekordse kasutusega mahutitesse, mida saab sulgeda ja/vdi pit-
seerida (kui mahuteid kasutatakse uuesti, tuleks need p&hjalikult puhastada ja desinfitseerida, kasutades klooriii-
hendeid). Eelistatult tuleks eemaldatud basaalseid tipusiidamikke t66delda kohe. Kui see ei ole vdimalik, hoitakse
neid mahutis puhvrit lisamata, jahutatult mitte iile 72 tunni voi toatemperatuuril mitte iile 24 tunni. Ringmada-
niku bakteri avastamist voivad takistada siidamike kuivamine ja korgistumine ning saprofiiiitide kasv ladustamise
ajal.

Basaalseid tipusiidamikke toodeldakse, kasutades tihte jargmistest meetoditest.

a)  Siidamikud kactakse piisava koguse (umbes 40 ml) ekstraktsioonipuhvriga (3. liide) ja segatakse poorleval
loksutil (50-100 p6oret minutis) 4 tundi alla 24 °C juures voi 16-24 tundi kilmutatult.

b)  Siidamikud homogeenitakse piisava koguse (umbes 40 ml) ekstraktsioonipuhvriga (3. liide) kas segistis (ni-
teks Waring voi Ultra Thurax) voi purustatakse need suletud ithekordse kasutusega matseratsioonikotis (néi-
teks Stomacheri vdi Bioreba tugev kilekott modtudega 150 mm x 250 mm; kiirgussteriilne), kasutades
kummivasarat voi sobivat peenestusseadet (nditeks Homex).

Mrkus:

Kui proovid homogeenitakse segistis, on suur proovide ristsaastumise oht. Voetakse ettevaatusabindusid, et valtida aerosooli tek-
kimist v6i proovi lekkimist ekstraktsiooni kéigus. Tagatakse dsja steriliseeritud segistiterade ja -anumate kasutamine iga proovi
korral. Kui kasutatakse PCR-analiiiisi, vilditakse DNA {ilekandumist mahutites voi peenestusseadmes. PCR-analiiiisi tegemisel on
soovitav purustada ithekordse kasutusega kottides ja kasutada tihekordse kasutusega katseklaase.

Supernatant dekanteeritakse. Kui lahus on liiga hagune, selitatakse see madalal kiirusel tsentrifuugides (mitte {ile
180 g 10 minuti jooksul temperatuuril 4-10 °C) vdi vaakumfiltreerimisega (40-100 pm), pestes filtrit (10 ml)
taiendava ekstraktsioonipuhvriga (3. liide).

Bakterifraktsioon kontsentreeritakse, tsentrifuugides 7 000 g juures 15 minutit (vo6i 10 000 g juures 10 minutit)
temperatuuril 4-10 °C ning supernatant eemaldatakse bakterisadet segamata.

Bakterisade resuspendeeritakse 1,5 ml bakterisademe puhvris (3. liide). Bakteri C. m. subsp. sepedonicus analiiiisiks
kasutatakse 500 pl, bakteri Ralstonia solanacearum analiiiisiks 500 pl ja vordluseesmargil 500 pl. 500 pl vordlusa-
likvoodile ja tilejaanud analiiiisialikvoodile lisatakse steriilset gliitserooli 16ppkontsentratsiooni 10-25 % (v/v) saa-
miseks, loksutatakse ja siilitatakse temperatuuril — 16 kuni — 24 °C (nddalaid) voi — 68 kuni — 86 °C (kuid).
Analiiiiside tegemise ajal hoitakse analiiiisialikvoote 4-10 °C juures.

Korduv killmutamine ja sulatamine ei ole soovitatav.

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

Koiki bakteri C. m. subsp. sepedonicum positiivseid kontrolle ja proove kisitletakse eraldi, et viltida saastumist.
Seda jargitakse IF-objektiklaaside ja koigi analiiiiside korral.

Kartulitaimed

Markus:

Bakteri C. m. subsp. sepedonicus latentsete populatsioonide avastamiseks on soovitav kasutada liitproove. Meetodit saab mugavalt
kasutada kuni 200 varreosast koosnevate liitproovide puhul. (Seirete ldbiviimisel peaksid seired pdhinema uuritavat taimepopu-
latsiooni statistiliselt esindaval proovil.)

Iga varre alaosast, maapinna kohalt, eemaldatakse desinfitseeritud noa voi oksakaaridega 1-2 cm pikkune osa.
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3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Varreosad desinfitseeritakse kergelt 70 % etanooliga ja kuivatakse kohe kuivatuspaberiga.

Varreosad kogutakse suletud steriilsesse mahutisse jargmise proovivotumenetluse kohaselt.

Varreosasid toodeldakse, kasutades iihte jargmistest meetoditest.

a)  Varreosad kactakse piisava koguse (umbes 40 ml) ekstraktsioonipuhvriga (3. liide) ja segatakse poorleval lok-
sutil (50-100 pooret minutis) 4 tundi alla 24 °C juures voi 16-24 tundi kiilmutatult.

b) Toodeldakse kohe, purustades osad tugevas matseratsioonikotis (nditeks Stomacher voi Bioreba) koos sobiva
koguse ekstraktsioonipuhvriga (3. liide) kas kummivasara voi kohase peenestusseadmega (niiteks Homex).
Kui see ei ole vdimalik, siilitatakse varreosasid jahutatult mitte {ile 72 tunni voi toatemperatuuril mitte iile
24 tunni.

Kui lahus on seisnud 15 minutit, dekanteeritakse supernatant.

Ekstrakti tdiendavat selitamist voi bakterifraktsiooni kontsentreerimist tavaliselt ei nduta, kuid seda voib teha, fil-
treerides voi tsentrifuugides vastavalt punktidele 3.1.4-3.1.6.

Lahjendamata vdi kontsentreeritud proov jagatakse kahte vordsesse ossa. Uhte osa siilitatakse 4-10 °C juures ana-
liiiside 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 analiiise.

IF-ANALUUS

Pohimote

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

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

Mirkus:

Kui peamise sdelkatsena kasutatakse [F-analiiiisi, kasutatakse alati poliikloonset antikeha. Positiivse IF-tulemuse korral poliikloonse
antikehaga voib proovi tdiendav analiiiisimine monokloonse antikehaga anda tipsemaid tulemusi, kuid need vodivad olla vihem
tundlikud.

Kasutatakse bakteri C. m. subsp. sepedonicus referenttiive antikehasid. On soovitav méirata iga uue antikehapartii tiiter. Tiiter on
korgeima kontsentratsiooniga lahus, mille juures toimub optimaalne reaktsioon, kui tehakse analiiiisi suspensiooniga, mis sisal-
dab 10° kuni 10° bakteri C. m. subsp. sepedonicus homoloogse tiive rakku milliliitris, ja kasutatakse kohast fluorestseiinisotiotsiia-
naadi (FITC) konjugaati vastavalt tootja soovitustele. Lahjendamata poliikloonsete voi monokloonsete antikehade IF-tiiter peaks
olema vihemalt 1: 2 000. Analiiiiside kdigus tuleks kasutada antikehade to6lahjendust (to6lahjendusi), mis on tiitri lihedal voi
sellega vordsed. Kasutatakse valideeritud antikehasid (vt veebilehekiilge http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Analiiiis tuleks teha dsja valmistatud 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 bakterisademe 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 fikseeritakse objektiklaasidele, kuumutades klaase labi leegi (vt punkti 2.2).

Valmistatakse vastavalt 2. liitele kartuliekstraktis ja soovi korral puhvris suspendeeritud bakteri C. m. subsp. sepe-
donicus homoloogse tiive voi mis tahes muu referenttiive eraldi positiivsed kontrollobjektiklaasid.

Voimaluse korral tuleks kasutada looduslikult nakatunud kudet (mida on siilitatud liiofiliseerituna voi kiilmuta-
tuna — 16 kuni — 24 °C juures) samalaadseks kontrolliks samal objektiklaasil.
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Negatiivsete kontrollidena kasutatakse sama proovi alikvoote, mis andsid varem negatiivse tulemuse.

Kasutatakse mitmeaknalisi mikroskoobi objektiklaase, millel on eelistatult kiimme vdhemalt 6 mm ldbimddduga
aknavilja.

Kontrollmaterjali analiiiisitakse samamoodi kui proovi (proove).

4.1. Valmistatakse ette objektiklaasid, kasutades iiht jargmistest meetoditest.

i)  Bakterisademete puhul, mille tirklisesade on suhteliselt viike:

Pipetitakse standardne kogus (6 mm libimddduga aknavilja jaoks on piisav kogus 15 pl, suuremate aknaval-
jade puhul suurendatakse kogust) resuspendeeritud kartuli bakterisademe 1/100 lahjendust esimesele aknale.
Seejirel pipetitakse samasugune kogus lahjendamata bakterisadet (1/1) rea iilejadnud akendele. Teist rida voib
kasutada duplikaadina voi teise proovi jaoks, nagu on ndidatud joonisel 1.

ii)  Muude bakterisademete korral:

Resuspendeeritud bakterisademest valmistatakse kiimnekordsed lahjendused (1/10 ja 1/100) kartulisademe
puhvrisse. Pipetitakse standardne kogus (6 mm ldbimddduga aknavilja jaoks on piisav kogus 15 pl, suure-
mate aknaviljade puhul suurendatakse kogust) resuspendeeritud bakterisadet ja iga lahjendust aknaviljade
reale. Teist rida voib kasutada duplikaadina voi teise proovi jaoks, nagu on niidatud joonisel 2.

4.2. Piisad kuivatakse imbritseva 6hu temperatuuril vdi neid soojendades temperatuuril 40-45 °C. Bakterirakud fik-
seeritakse objektiklaasile kuumutades (15 minutit 60 °C juures), ldbi leegi tdmmates, 95 % etanooliga vdi vasta-
valt antikehade tarnijate konkreetsetele juhistele.

Vajaduse korral voib fikseeritud objektiklaase sdilitada kiilmutatult kuivatusainet sisaldavas karbis voimalikult vihe
aega (kuni kolm kuud) enne jargmist analiiiisi.

4.3. [F-meetod

i)  Vastavalt punkti 4.1 alapunktis i kirjeldatud objektiklaasi valmistamisele:

valmistatakse rida kahekordseid antikehade lahjendusi IF-puhvris. 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 4.1 alapunktis ii kirjeldatud objektiklaasi valmistamisele:

valmistatakse antikehade too6lahjendus IF-puhvris. Toolahjendus majutab spetsiifilisust.

Joonis 1. Analiiiisi objektiklaaside valmistamine vastavalt punkti 4.1 alapunktile i ja punkti 4.3 alapunktile i.

Resuspendeeritud bakterisademe lahjendused

1/100 1/1 1/1 1/1 1/1 O Resuspendeeritud
bakterisademe lahjendus

(T = tiiter) T2 T4 T2 T 2T [0 Antiseerumi/anti-keha
kahekordsed lahjendused

Proov 1

©0000
.6 .7 .8 .9 .10

Proovi 1 duplikaat voi proov 2
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

Joonis 2. Analiiiisi objektiklaaside valmistamine vastavalt punkti 4.1 alapunktile ii ja punkti 4.3 alapunktile ii.

Antiseerumifantikeha toolahjendused

1/1 1/10  1/100 tithi  tithi [0 Resuspendeeritud
bakterisademe
kiimnendlahjendused

Proov 1

©0000.
.6 .7 .8 .9 .10

Proovi 1 duplikaat voi proov 2

Objektiklaasid asetatakse niiskele paberile. Iga aknavili kaetakse tdielikult antikeha lahjendus(t)ega. Igale aknaval-
jale lisatud antikeha kogus peab olema vihemalt vordne objektiklaasile lisatud ekstrakti kogusega.

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

Objektiklaase inkubeeritakse niiskel paberil katte all 30 minutit iimbritseva dhu temperatuuril (18-25 °C).

Igalt objektiklaasilt raputatakse piisad édra ja need loputatakse hoolikalt IF-puhvriga. Pestakse 5 minutit IF Tween-
puhvris (3. liide) ning seejdrel 5 minutit IF-puhvris. Vilditakse aerosoolide tekkimist ja piiskade iilekandmist, mis
voiks pohjustada ristsaastumise. Kuivatuspaberiga kergelt kuivatades eemaldatakse ettevaatlikult liigne niiskus.

Objektiklaasid asetatakse niiskele paberile. Aknaviljad kaetakse FITC-konjugaadi lahjendusega, mida kasutati tiitri
miédramisel. Aknaviljadele lisatud konjugaadi kogus peab olema sama, mis on kasutatud antikeha kogus.

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

Konjugaadi tilgad raputatakse objektiklaasilt maha. Loputatakse ja pestakse nagu eespool kirjeldatud (punkt 4.3.3).

Eemaldatakse ettevaatlikult liigne niiskus.

Igasse aknavalja pipetitakse 5-10 pl 0,1 M fosfaatpuhverdatud gliitserooli (3. liide) voi miiiigil olevat fluorestsee-
rumise tuhmumise vastast kattevedelikku ning objektiklaas kaetakse katteklaasiga.

[F-analiiiisi tulemused

Objektiklaase vaadeldakse mikroskoobis, millele on paigaldatud epifluorestsentsvalgusallikas ja sobilikud filtrid
tooks FITCga, ning kasutatakse 6li- voi vesiimmersiooni suurendusel 500 — 1 000 korda. Aknavilju vaadeldakse
risti 1dbi kahe diameetri tdisnurga suhtes ja imber aknavilja vilisddre. Proovide puhul, kus ei paista iildse voi
paistab ainult viga vihe rakke, vaadeldakse vihemalt 40 mikroskoobi vaatevilja.

Esialgu kontrollitakse positiivset kontrollobjektiklaasi. Rakud peavad eredalt fluorestseeruma ja olema tdielikult
virvunud kindlaksmédratud antikehade tiitris voi toolahjenduses. Kui virvumine ei ole tdielik, tuleb IF-analiiiisi
(punkt 4) korrata.

Vaadeldakse bakteri C. m. subsp. sepedonicus iseloomuliku morfoloogiaga eredalt fluorestseeruvaid rakke objektiklaa-
side aknaviljades (vt veebilehekiilge http://forum.europa.cu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluorestseerumise inten-
siivsus peaks olema sama antikeha lahjenduse juures positiivse kontrolltiive fluorestseerumise intensiivsusega vordne
voi sellest parem. Loplikult varvumata voi ndrgalt fluorestseeruvad rakud jdetakse korvale.

Mis tahes saastumiskahtluse korral tuleb analiiiisi korrata. Naiteks siis, kui partii koigil objektiklaasidel on posi-
tiivseid rakke puhvri saastumise tdttu voi kui leitakse positiivseid rakke objektiklaasi pinnal (viljaspool aknavilju).

Immunofluorestsentsanaliiiisi spetsiifilisuse tottu on mitmeid probleeme. Kartuli basaalse tipusiidamiku ja var-
reosa bakterisademetes ilmuvad tdendoliselt ebatiitipilise morfoloogiaga fluorestseeruvate rakkude taustpopulat-
sioonid ning bakteriga C. m. ssp. sepedonicus sama suuruse ja morfoloogiaga ristuvalt reageerivad saprofiititbakterid.
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4.4.4.

4.4.5.

5.1.

5.1.1.

Arvesse voetakse ainult tiiiipilise suuruse ja morfoloogiaga fluorestseeruvaid rakke punktis 4.3 esitatud antikeha
tiitris voi toolahjenduses.

[F-tulemuste tdlgendamine:

i)  Kui esineb morfoloogiliselt tiiiipilisi eredalt fluorestseeruvaid rakke, maaratakse keskmine tiitipiliste rakkude
arv mikroskoobi vaatevilja kohta ja arvutatakse tiiiipiliste rakkude arv (N) resuspendeeritud bakterisademe
milliliitris (4. liide).

Proovi IF-tulemus on positiivne, kui seal on vihemalt 5 x 10° tiiiipilist rakku resuspendeeritud bakterisa-
deme milliliitris. Proovi loetakse saastumiskahtlusega prooviks ning tuleb teha lisaanaliitise.

ii)  Proovi IF-tulemus on negatiivne, kui seal on alla 5 x 10> rakku resuspendeeritud bakterisademe milliliitris,
ning proov loetakse negatiivseks. Lisaanaliiiise ei ole vaja teha.

FISH-ANALUUS

Pohimote

Kui esimese sdelkatsena kasutatakse FISH-analiiiisi ja tulemus on positiivne, tuleb teise kohustusliku sdelkatsena
teha IF-analiitis. Kui FISH-analiiiisi kasutatakse teise sdelkatsena ja tulemus on positiivne, tuleb 16pliku diagnoosi
panemiseks teha vastavalt diagrammile tdiendavaid analiiiise.

Mrkus:

Kasutatakse ainult valideeritud bakteri C. m. subsp. sepedonicus spetsiifilisi oligoproove (7. liide). Eelanaliiiisid sellel meetodil peak-
sid vdimaldama reprodutseeritavalt avastada varem negatiivse tulemuse andnud prooviekstraktidele lisatud vihemalt 10° kuni
10* bakteri C. m. subsp. sepedonicus rakku milliliitris.

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

Negatiivse kontrollina kasutatakse sama proovi alikvoote, mis andsid varem bakteri C. m. subsp. sepedonicus osas
negatiivse tulemuse.

Positiivseteks kontrollideks valmistatakse 3—5 pieva vanusest kultuurist (valmistamist vt 2. liitest) bakteri C. m.
subsp. sepedonicus (nditeks tiivi NCPPB 4053 vdi PD 406) suspensioonid, mis sisaldavad 10° kuni 10°® rakku mil-
liliitri kohta 0,01 M fosfaatpuhvris. Valmistatakse vastavalt 2. liitele kartulickstraktis suspendeeritud bakteri C. m.
subsp. sepedonicus homoloogse tiive voi mis tahes muu referenttiive eraldi positiivsed kontrollobjektiklaasid.

FITC-virvainega konjugeeritud eubakteriaalsete oligoproovide kasutamine voimaldab kontrollida hiibridisatsioo-
niprotsessi, sest see virvib koik proovis olevad eubakterid.

Kontrollmaterjali analiiiisitakse samamoodi kui proovi (proove).

Kartuliekstrakti fikseerimine

Jargmine protokoll phineb allikal Wullings et al., (1998).

Valmistatakse kinnitilahus (vt 7. liidet).

Igast prooviekstraktist pipetitakse 100 pl Eppendorfi topsi ja tsentrifuugitakse 8 minutit 7 000 g juures.

Eemaldatakse supernatant ja bakterisade vedeldatakse 500 pl kinnitis, mis valmistati kuni 24 tundi varem. Loksu-
tatakse vorteksil ja inkubeeritakse 66 jooksul 4 °C juures.

Alternatiivseks kinnitiks on 96 % etanool. Selle kasutamiseks vedeldatakse punkti 5.1.2 bakterisade 50 pl 0,01 M
fosfaatpuhvris ja 50 pl 96 % etanoolis. Loksutatakse vorteksil ja inkubeeritakse 4 °C juures vahemalt 30-60 minutit.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

Tsentrifuugitakse 8 minutit 7 000 g juures, eemaldatakse supernatant ja bakterisade resuspendeeritakse 75 pl
0,01 M fosfaatpuhvris (vt 3. liidet).

Kinnitatud suspensioonidest tilgutatakse 16 pl puhtale mitmeaknalisele objektiklaasile vastavalt joonisele 3. Igale
objektiklaasile pannakse kaks erinevat lahjendamata proovi ning 10 pl kasutatakse 1:100 lahjenduse tegemiseks
(0,01 M fosfaatpuhvris). Ulejadnud proovilahust (49 pl), millele on eelnevalt lisatud itks maht 96 % etanooli, vdib
séilitada — 20 °C juures Juhul kui FISH-analiiiisi tuleb uuesti teha, eemaldatakse etanool tsentrifuugimise teel ja
lisatakse sellega vordne kogus 0,01 M fosfaatpuhvrit (loksutatakse vorteksil).

Joonis 3. 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

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

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

Eelhiibridisatsioon ja hiibridisatsioon

Valmistatakse liisostitimilahus, mis sisaldab 10 mg liisosiiiimi (Sigma L-6876) 10 ml puhvris (100 mM Tris-HCl,
50 mM EDTA, pH 8,0). Lahust voib siilitada, kuid kiilmutada-sulatada tohiks seda vaid ithe korra. Iga proov
kaetakse hoolikalt umbes 50 pl liisosiiiimilahusega ja inkubeeritakse 10 minutit toatemperatuuril. Seejirel kaste-
takse objektiklaasid ainult iihe korra demineraliseeritud vette ja kuivatatakse filterpaberiga.

Liisosiiiimi asemel v&ib igasse auku lisada 50 ul 40-100 pg mI™" proteinaas K-d puhvris (20 mM Tris-HCI, 2mM
CaCl,, pH 7,4) ja inkubeerida 37 °C juures 30 minutit.

Rakud veetustatakse 50 %, 80 % ja 96 % etanooli reas, igas etapis 1 minut. Objektiklaasid kuivatatakse objekti-
klaaside hoidikul ohu kies.

Valmistatakse ette niiske inkubatsioonikamber, kattes 6hukindla kasti pohja kuivatus- voi filterpaberiga, mis on
kastetud 1x hybmix-lahusesse (7. liide). Kasti eelinkubeeritakse hiibridisatsiooniahjus 55 °C juures vihemalt
10 minutit.

Valmistatakse hiibridisatsioonilahus (7. liide), 45 pl iga objektiklaasi kohta ning seda eelinkubeeritakse 5 minutit
55 °C juures.

Objektiklaasid asetatakse 45 °C kuumutusplaadile ja lisatakse 10 pl hiibridisatsioonilahust igasse nelja auku
objektiklaasi(de)l.

Igale objektiklaasile asetatakse kaks katteklaasi (24 x 24 mm) nii, et vahele ei jdd 6hku. Objektiklaasid pannakse
eelsoojendatud niiskesse kambrisse ja hiibridiseeritakse 66 jooksul ahjus 55 °C juures pimedas.

Valmistatakse ette kolm keeduklaasi, milles on 11 ultrapuhast vett, 1 1 1x hybmix-lahust (334 ml 3x hybmix-
lahust ja 666 ml ultrapuhast vett) ja 1 1 1/2x hybmix-lahust (167 ml 3x hybmix-lahust ja 833 ml ultrapuhast
vett). Iga keeduklaasi eelinkubeeritakse veevannis 55 °C juures.

Objektiklaasidelt eemaldatakse katteklaasid ja objektiklaasid pannakse objektiklaaside hoidikule.

Ulemiirane oligoproov pestakse ira, inkubeerides 15 minutit 55°C juures keeduklaasis, milles on 1x
hybmix-lahus.
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5.2.10. Objektiklaaside alus pannakse 1/2 hybmix-pesulahusesse ja inkubeeritakse veel 15 minutit.

5.2.11. Objektiklaasid kastetakse lihidalt ultrapuhtasse vette ja pannakse filterpaberile. Eemaldatakse liigne niiskus, kat-
tes pinna drnalt filterpaberiga. Igale aknaviljale pipetitakse 5-10 pl fluorestseerumise tuhmumise vastast katteve-
delikku (nditeks Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA vdi samaviirne) ja iile terve objektiklaasi pannakse
suur katteklaas (24 x 60 mm).

5.3. FISH-analiiiisi tulemused

5.3.1.  Objektiklaase vaadeldakse viivitamatult mikroskoobis, millele on paigaldatud epifluorestsentsvalgusallikas, ja kasu-
tatakse liimmersiooni suurendusel 630 v6i 1 000 korda. Fluorestseiinisotiotsiianaadile (FITC) sobiva filtriga vir-
vuvad proovis olevad eubakterite rakud (sealhulgas enamik gramnegatiivseid rakke) fluorestseeruvroheliseks.
Kasutades tetrametiiiilrodamiin-5-isotiotsiianaadile sobivat filtrit, paistavad bakteri C. m. subsp. sepedonicus Cy3-ga
virvunud rakud fluorestseeruvpunastena. Raku morfoloogiat vorreldakse positiivsete kontrollidega. Rakud pea-
vad eredalt fluorestseeruma ja olema taielikult virvunud. Kui fluorestseerumine ei ole tdielik, tuleb FISH-analiiisi
(punkt 9.4) korrata. Aknavilju vaadeldakse risti labi kahe diameetri tdisnurga suhtes ja imber aknavilja vilisdare.
Proovide puhul, kus ei paista iildse voi paistab ainult vdga vihe rakke, vaadeldakse vihemalt 40 mikroskoobi
vaatevilja.

5.3.2.  Vaadeldakse bakteri C. m. subsp. sepedonicus iseloomuliku morfoloogiaga eredalt fluorestseeruvaid rakke objektiklaa-
side aknaviljades (vt veebilehekiilge http://forum.curopa.eu.int/Publicfirc/sanco/Home/main). Fluorestseerumise
intensiivsus peab olema positiivse kontrolli fluorestseerumise intensiivsusega vordne voi sellest parem. Loplikult
vdrvumata voi norgalt fluorestseeruvad rakud jietakse korvale.

5.3.3.  Mis tahes saastumiskahtluse korral tuleb analiiiisi korrata. Nditeks siis, kui partii koigil objektiklaasidel on posi-
tiivseid rakke puhvri saastumise tdttu voi kui leitakse positiivseid rakke objektiklaasi pinnal (viljaspool aknavilju).

5.3.4. FISH-analiiiisi spetsiifilisuse t3ttu on mitmeid probleeme. Kartuli basaalse tipusiidamiku ja varreosa bakterisade-
metes voib esineda ebatiiiipilise morfoloogiaga fluorestseeruvate rakkude taustpopulatsioone ning bakteriga C. m.
subsp. sepedonicus sama suuruse ja morfoloogiaga ristuvalt reageerivaid saprofuiitbaktereid, kuigi palju harvem
kui [F-analiiisis.

5.3.5.  Arvesse voetakse iiksnes tiiiipilise suuruse ja morfoloogiaga fluorestseeruvaid rakke, vt punkti 5.3.2.

5.3.6.  FISH-analiiiisi tulemuse tdlgendamine

i)  FISH-analiitisi valiidsed tulemused saadakse siis, kui FITC-filtrit kasutades vaadeldakse bakterile C. m. subsp.
sepedonicus omase suuruse ja tiiiipilise morfoloogiaga ererohelisi fluorestseeruvaid rakke ja rodamiinfiltrit
kasutades erepunaseid fluorestseeruvaid rakke kdigis positiivsetes kontrollides ja mitte itheski negatiivses
kontrollis. Kui objektiklaasi aknaviljal esineb morfoloogiliselt tiitipilisi eredalt fluorestseeruvaid rakke, mai-
ratakse keskmine rakkude arv mikroskoobi vaatevilja kohta ja arvutatakse tiiiipiliste rakkude arv (N) resus-
pendeeritud bakterisademe milliliitris (4. liide). Saastumiskahtlusega proovideks loetakse proove, milles on
vihemalt 5 x 107 tiiiipilist rakku resuspendeeritud bakterisademe milliliitris. Tuleb teha tiiendavaid analiiii-
se. Proove, milles on alla 5 x 103 titipilise raku resuspendeeritud bakterisademe milliliitris, loetakse
negatiivseteks.

ii) FISH-analiiis on negatiivne siis, kui rodamiinfiltrit kasutades ei vaadelda bakterile C. m. subsp. sepedonicus
omase suuruse ja tiiipilise morfoloogiaga erepunaseid fluorestseeruvaid rakke, tingimusel et rodamiinfiltrit
kasutades vaadeldakse erepunaseid fluorestseeruvaid rakke positiivsete kontrollide preparaatides.

6. PCR-ANALUUS

Pohimotted

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

Selle meetodi kasutamist peamise soelkatsena soovitatakse ainult siis, kui on olemas eriteadmised.
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6.1.

6.1. a)

Mrkus:

Eelanaliiiisid sellel meetodil peaksid voimaldama reprodutseeritavalt avastada varem negatiivse tulemuse andnud prooviekstrakti-
dele lisatud 10° kuni 10* bakteri C. m. subsp. sepedonicus rakku milliliitris. Maksimaalse tundlikkuse ja spetsiifilisuse saavutami-
seks koigis laborites voib olla vajalik teha optimeerimisanaliiiise.

Kasutatakse valideeritud PCR-reaktiive ja -protokolle. Eelistatavalt valitakse sisekontrolliga meetod.

Proovi saastumise valtimiseks sihtmérk-DNAga kasutatakse kohaseid ettevaatusabindusid. PCR-analiiiisi peaksid tegema kogenud
tehnikud spetsiaalsetes molekulaarbioloogia laborites, et minimeerida sihtmark-DNAga saastumise voimalust.

Negatiivseid kontrolle (DNA ekstraheerimise ja PCR-protseduurid) tuleks alati kisitleda menetluses viimaste proo-
videna, et kontrollida, kas on toimunud DNA {iilekandmist.

PCR-analiiiisis peaksid olema jirgmised negatiivsed kontrollid:

— prooviekstrakt, mis andis varem bakteri C. m. subsp. sepedonicus osas negatiivse tulemuse,
— kontrollpuhvrid, mida kasutati bakterite ja DNA eraldamisel proovist,

— PCR-reaktsioonisegu.

Tuleks kasutada jargmisi positiivseid kontrolle:

— resuspendeeritud bakterisademete alikvoodid, millele on lisatud bakterit C. m. subsp. sepedonicus (valmista-
mist vt 2. liitest),

— virulentsest isolaadist (nditeks NCPPB 2140 voi NCPPB 4053) bakteri C. m. subsp. sepedonicus vesisuspensi-
oon (10° rakku milliliitris),

— voimaluse korral kasutatakse PCR-analiiiisis ka positiivsetest kontrollproovidest saadud DNAd.
Voimaliku saastumise valtimiseks valmistatakse positiivsed kontrollid analiiiisitavatest proovidest eraldi keskkonnas.

Prooviekstraktid peaksid olema voimalikult mullavabad. Seepirast on teatavatel juhtudel soovitatav valmistada
ekstraktid pestud kartulitest, kui soovitakse kasutada PCR-protokolle.

DNA puhastamismeetodid
Kasutatakse eespool kirjeldatud positiivseid ja negatiivseid kontrollproove.
Kontrollmaterjal valmistatakse samamoodi kui proov (proovid).

Sihtmirk-DNA eraldamiseks komplekssetest prooviainetest on voimalik kasutada erinevaid meetodeid, mille kii-
gus eemaldatakse PCRi inhibiitorid ja muud ensiimaatilised reaktsioonid ning kontsentreeritakse prooviekstraktis
sihtmérk-DNA.

Jargmist meetodit on optimeeritud 6. liites esitatud valideeritud PCR-meetodiga kasutamiseks.

Pastriki (2000) meetod:

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

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

4. Lisatakse 80 pl lisosiitimi p&hilahust (50 mg lisosiiiimi ml kohta 10 mM Tris HCl-is, pH 8,0) ja inkubeeri-
takse 30 minutit 37 °C juures.

5. Lisatakse 220 pl Easy DNA® lahust A (Invitrogen), segatakse hésti vorteksil ja inkubeeritakse 30 minutit
65 °C juures.
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6.1.b)

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6. Lisatakse 100 pl Easy DNA® lahust A (Invitrogen), loksutatakse tugevalt vorteksil, kuni sade valgub topsis
vabalt ja proov on tihtlaselt viskoosne.

7. Lisatakse 500 pl kloroformi ning loksutatakse vorteksil viskoossuse kadumiseni ja homogeense segu
saamiseni.

8.  Faaside eraldamiseks ja interfaasi moodustamiseks tsentrifuugitakse 15 000 g juures 20 minutit temperatuu-
ril 4 °C.

9. Ulemine faas kantakse iile puhtasse Eppendorfi topsi.

10. Lisatakse 1 ml 100 % etanooli (- 20 °C), segatakse lithidalt ja inkubeeritakse jadl 10 minutit.

11. Tsentrifuugitakse 20 minutit 15 000 g juures temperatuuril 4 °C ja eemaldatakse etanool bakterisademest.
12. Lisatakse 500 pl 80 % etanooli (— 20 °C) ja segatakse, poorates topsi pdhjaga iilespoole.

13. Tsentrifuugitakse 10 minutit 15 000 g juures temperatuuril 4 °C, bakterisade hoitakse alles ja eemaldatakse
etanool.

14. Bakterisademel lastakse kuivada 6hu kdes vdi DNA Speed Vac’i seadmes.

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

16. Siilitatakse — 20 °C juures kuni PCR-analiiiisi tegemiseni.

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

Muud meetodid

Voib kasutada muid DNA ekstraheerimise meetodeid (nditeks Qiagen DNeasy Plant Kit), eeldusel et need sama
tdhusalt puhastavad vilja DNA kontrollproovidest, mis sisaldavad 10> kuni 10* patogeeni rakku milliliitris.

PCR-analiiiis

Valmistatakse ette PCR-analiiiisi analiiiisi- ja kontrollmaatriksid vastavalt valideeritud protokollile (6. liide). Val-
mistatakse proovi DNA ekstrakti iiks kiimnendlahjendus (1:10 ultrapuhtas vees).

Saastevabas keskkonnas valmistatakse kohane PCR-reaktsioonisegu vastavalt avaldatud protokollile (6. liide). Vali-
deeritud PCR-protokoll on mitmeetapiline reaktsioon, milles sisaldub ka sisemine PCR-kontroll.

Lisatakse 5 ul DNA ekstrakti 25 pl PCR-reaktsioonisegu kohta steriilsetes PCR-katseklaasides.

Voetakse ainult PCR-reaktsioonisegu sisaldav negatiivne kontrollproov ja proovi kohta lisatakse sama ultrapuhast
vett, mida kasutati PCR-segus.

Katseklaasid pannakse samasse termotsiiklerisse, mida kasutati eelanaliiiisi tegemisel, ning see pannakse toole
kohaselt optimeeritud PCR-programmis (6. liide).

PCR-produkti analiiiis

PCR-amplikonid eraldatakse elektroforeesil agaroosgeelis. Vdetakse igast proovist vihemalt 12 pl amplifitseeru-
nud DNA reaktsioonisegu, mis on segatud 3 pl tditepuhvriga (6. liide) 2,0 % (w/v) agaroosgeelis trisatsetaat-EDTA
(TAE) puhvris (6. liide) 5-8 V/cm. Kasutatakse kohast DNA markerit, niiteks 100 aluspaari redel.

DNA ribad tuuakse esile, virvides neid eetiumbromiidiga (0,5 mg liitris) 30-45 minutit, vottes kohaseid ettevaa-
tusabindusid selle mutageeni kaitlemisel.

Virvunud geeli vaadeldakse lithilaine ultraviolettvalgustusallikaga (nditeks X = 302 nm) oodatava suurusega ampli-
fitseeritud PCR-produktide (6. liide) leidmiseks ja need dokumenteeritakse.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.3.2.

Koigi uute leidudefjuhtumite korral tdendatakse PCR-amplikoni usaldatavust dilejadnud amplifitseeritud DNA
proovi restriktsiooniensiiiimi analiiiisiga, inkubeerides optimaalsel temperatuuril ja aja jooksul kohase ensiiimi ja
puhvriga (vt 6. liidet). Lahustunud fragmendid eraldatakse elektroforeesil agaroosgeelis nagu varem ja vaadel-
dakse pérast vdrvimist 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 C. m. subsp. sepedonicus spetsiifilist ooda-
tava suurusega PCR-amplikoni, kuid see avastatakse koigis positiivse kontrolli proovides (mitmeetapilise PCR-
produkti puhul, millel on taimele spetsiifilised sisekontrolli praimerid: oodatava suurusega teist PCR-produkti tuleb
amplifitseerida konealuse prooviga).

PCR-analiiiis on positiivne, kui avastatakse bakterile C. m. subsp. sepedonicus spetsiifiline oodatava suuruse ja res-
triktsioonipildiga (kui see on ndutav) PCR-amplikon, eeldusel et seda ei amplifitseeritud monest negatiivse kont-
rolli proovist. Positiivse tulemuse usaldusvairse kinnituse saab ka siis, kui analiiiisi korratakse teiste PRC-
praimeritega (punkt 9.3).

Mirkus:

PCR inhibeerimist vdib kahtlustada siis, kui oodatav amplikon saadakse positiivse kontrolli proovist, mis sisaldab bakterit C. m.
subsp. sepedonicus vees, kuid negatiivseid tulemusi saadakse positiivsetest kontrollidest, mis sisaldavad bakterit C. m. subsp. sepedo-
nicus kartuliekstraktis. Mitmekordsetes PCR-protokollides sisemiste PCR-kontrollidega viitab reaktsiooni inhibeerimisele see, kui ei
saada kumbagi amplikoni.

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

BIOTEST

Mirkus:

Eelanaliiiisid sellel meetodil peaksid voimaldama reprodutseeritavalt avastada varem negatiivse tulemuse andnud prooviekstrakti-
dele lisatud 10° kuni 10* bakteri C. m. subsp. sepedonicus kolooniat moodustavat iiksust milliliitris (valmistamist vt 2. liitest).

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

Moned baklazaanisordid on viga hea selektiivne rikastussoode bakteri C. m. subsp. sepedonicum kasvamiseks isegi
siimptomite puudumisel ning ka peremeestaime kontrollanaliiiisi jaoks.

Valede negatiivsete analiitisitulemuste riski vahendamiseks peaksid kasvutingimused olema optimaalsed.

Andmed kasvatamistingimuste kohta on 8. liites.

Punktidest 3.1.6 vdi 3.2.5 jirelejddnud resuspendeeritud bakterisademe kogu analiiiisialikvoot jagatakse baklazaa-
nide vahel iihel allpool kirjeldatud meetodil (punkt 7.3 voi 7.4). Kasutatakse ainult neid taimi, mis on 2-3 lehe
faasis kuni kolmanda pirislehe tdieliku valjakasvamiseni. Selleks et tagada resuspendeeritud bakterisademe taielik
drakasutamine ning tdhus inokulatsioon, on allpool kirjeldatud menetlusteks vaja 15-25 baklazaani proovi kohta.

BaklaZaane ei kasteta 1-2 pdeva enne inokulatsiooni, et vihendada raku siserohku.

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 siigavus on ligikaudu 2/3 varre paksusest,
alustades sisseldiget bakterisademe tilga kohast.

Sisseldige kaetakse siistla abil steriilse vaseliiniga.
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7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

7.10.

Inokulatsioon siistla abil

Baklazaanide varsi inokuleeritakse idulehtede kohalt hiipodermilise ndelaga siistlaga (vahemalt 23G). Proov jao-
tatakse baklazaanide vahel.

Positiivsete kontrollidena inokuleeritakse sama inokulatsioonimeetodiga (punkt 7.3 vdi 7.4) viis taime bakteri C. m.
subsp. sepedonicus teadaoleva kultuuri vesisuspensiooniga, milles on 10° kuni 10° rakku milliliitris, ja voimaluse
korral looduslikul teel nakatunud mugula koega (vt punkti 4).

Negatiivse kontrollina inokuleeritakse sama inokulatsioonimeetodiga (punkt 7.3 voi 7.4) viis taime steriilse bak-
terisademe puhvriga.

Taimi inkubeeritakse karantiiniruumides kuni neli nidalat temperatuuril 18-24 °C. Taimi inkubeeritakse piisava
valguse ja suure niiskuse (70-80 %) juures ja neid kastetakse nii, et dra hoida tilekastmist voi taimede nirbumist
veepuuduse tdttu. Bakteri C. m. sepedonicus rakud havivad temperatuuril iile 30 °C ja optimaalne temperatuur on
21 °C. Saastumise viltimiseks inkubeeritakse positiivse kontrolli ja negatiivse kontrolli taimi selgelt eraldatud lava-
del kasvuhoones vdi kasvukambris vdi, kui ruumi on vihe, tagatakse rangelt eraldi tootlemine. Kui erinevate proo-
vide taimi tuleb inkubeerida ldhestikku, eraldatakse need kohaste varjetega. Vietamisel, kastmisel, kontrollimisel
ja mis tahes muude tegevuste juures pooratakse suurt tihelepanu ristsaastumise valtimisele. Oluline on puhastada
kasvuhooned ja kasvukambrid koigist putukkahjureist, sest need vdivad kanda bakteri iihelt taimelt teisele.

Siimptomeid kontrollitakse regulaarselt alates nidala moodumisest. Loetakse iile siimptomitega taimed. C. m.
subsp. sepedonicum pdhjustab baklazaani lehtede narbumist, mis voib alata leheservade voi leheroodude vahelise
osa lotvusena. Narbunud kude voib alguses olla tumeroheline voi laiguline, kuid muutub kahvatumaks enne sure-
mist. Leheroodude-vahelise ala narbunud kohad on rasvase ja lodise valimusega. Surnud koel on sageli erekollane
serv. Taimed ei pruugi hukkuda; mida pikem on periood enne siimptomite tekkimist, seda suurem on ellujddmise
voimalus. Taimed vdivad infektsioonist vélja kasvada. Noored baklazaanid on palju vastuvotlikumad bakteri C. m.
subsp. sepedonicum vaheste populatsioonide suhtes kui vanemad taimed, seeparast tuleb kasutada taimi 3. lehe
faasis voi vahetult enne seda.

Narbumist voivad pohjustada ka mugula koe bakterisademes olevate muude bakterite voi seente populatsioonid.
Need holmavad bakterite Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora ja E. carotovora subsp. atrosep-
tica, Erwinia chrysanthemi, Phoma exigua var. foveata, samuti saprofuiiitbakterite ulatuslikke populatsioone. Eelkdige
voib Erwinia chrysanthemi pdhjustada lehesiimptomeid ja narbumist, mis on vdga sarnased bakteri C. m. sepedoni-
cus simptomitega. Ainus erinevus on varre tumenemine bakteri Erwinia chrysanthemi infektsioonide korral. Muid
narbumisi on voimalik eristada bakteri C. sepedonicum pdhjustatud nirbumisest, sest koik lehed voi taimed nirbu-
vad kiiresti. Voib teha ka virvimise Grami jargi: selle analiiiisiga saab eristada baktereid C. m. subsp. sepedonicus ja
Erwinia spp.

Niipea kui baklazaanidel ilmnevad stimptomid, tuleks teha uus isoleerimine, kasutades nidrbunud lehekoe osasid
voi taimede varrekudet (vt koe leotamist punktis 3.1.3). Baklazaani lehed ja varred desinfitseeritakse pindmiselt,
piihkides neid 70 % etanooliga. Baklazaanimahlaga tehakse IF- voi PCR-analiiiisi ning isoleeritakse sobivale (selek-
tiivsele) sootmele (vt punkti 8). Voib teha ka virvimise Grami jargi (9. liide). Bakteri C. m. subsp. sepedonicus eel-
datavad puhaskultuurid méddratakse kindlaks ja kinnitatakse nende patogeensus (vt punkte 9 ja 10).

Teatavatel tingimustel, eriti kui kasvutingimused ei ole optimaalsed, v6ib olla véimalik, et bakter C. m. subsp.
sepedonicus eksisteerib varjatud nakkusena baklazaanis isegi pdrast kuni nelja nddala pikkust inkubeerimist. Kui
nelja nidala moodumisel siimptomeid ei ilmne, tehakse IF/PCR-analiiiisid liitproovist, mis koosneb igalt katsetai-
melt iilalpool inokulatsioonikohta vdetud 1 cm varreosast. Kui analiiiis on positiivne, tuleks teha uuesti isoleeri-
mine sobival (selektiivsel) sootmel, kasutades punktis 8 kirjeldatud meetodit. Bakteri C. m. subsp. sepedonicus
eeldatavad puhaskultuurid maaratakse kindlaks ja kinnitatakse nende patogeensus (punktid 9 ja 10).

Biotesti tulemuse tdlgendamine

Valiidsed biotesti tulemused saadakse siis, kui positiivsetel kontrolltaimedel on tiitipilised siimptomid, nendest
taimedest saab uuesti isoleerida bakterid ja negatiivsetel kontrolltaimedel ei leita simptomeid.

Biotesti tulemus on negatiivne, kui katsetaimed ei ole saastunud bakteriga C. m. subsp. sepedonicus, tingimusel et
bakterit C. m. subsp. sepedonicus on avastatud positiivsetes kontrollides.

Biotest on positiivne, kui katsetaimed on nakatunud bakteriga C. m. subsp. sepedonicus.
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8.1.

8.2.

8.2.1.

BAKTERI C. M. SUBSP. SEPEDONICUS ISOLEERIMINE

Mirkus:

Diagnoosi saab 16plikult panna ainult siis, kui bakter C. m. subsp. sepedonicus on isoleeritud, seejirel kindlaks méiratud (vt punkti
9) ja kinnitatud patogeensusanaliiiisiga (punkt 10). Kuigi C. m. subsp. sepedonicus on noudlik organism, saab seda isoleerida siimp-
tomaatilisest koest.

Siiski voivad bakterist C. m. subsp. sepedonicus tile kasvada kiiresti kasvavad saprofiiiitbakterid ning seega on raske
isoleerida otse mugula koe bakterisademest (punkt 3.1.6 vdi 3.2.5). Bakteri C. m. subsp. sepedonicus otsene isolee-
rimine voib olla voimalik, kui kasutada selektiivsoodet ja kartuli basaalsetest tipusiidamikest voi vartest saadud
resuspendeeritud bakterisademe kohast lahjendust.

Isoleerimine tehakse koigist siimptomitega kartulimugulatest vdi varreosadest ja baklazaanidest, millel ei ilmne
stimptomeid, kuid mille liitproovi IF/PCR-analiiiis oli positiivne (vt punkti 7.10). BaklaZaanivarte leotamine tuleb
vajaduse korral ldbi viia vastavalt punktile 3.1.3.

Positiivsete kontrollidena valmistatakse ette kiimnendlahjendused bakteri C. m. subsp. sepedonicus (nditeks NCPPB
4053 vdi PD 406) suspensioonist, milles on 10° kolooniaid moodustavat osakest milliliitris. Igasuguse saastu-

mise véltimiseks valmistatakse positiivsed kontrollid analiiiisitavatest proovidest tdiesti eraldi.

Iga uuesti valmistatud selektiivsootme partii kolblikkust patogeeni kasvatamiseks tuleks enne tavaproovide ana-
liiisimist kontrollida.

Kontrollainet analiiiisitakse samamoodi kui proovi (proove).

Selektiivsootmele viljakiilvamine

Kartuli resuspendeeritud bakterisademe voi baklazaani mahla 100 pl alikvoodist tehakse bakterisademe puhvris
kiimnekordsed lahjendused (3. liide).

Kartuli lahjendamata bakterisademest isoleerimine tavaliselt ebadnnestub, sest bakter C. m. subsp. sepedonicus on
kasvutingimuste suhtes noudlik ja saprofiiiidid voistlevad sellega. Kuna bakter on tavaliselt suurte populatsiooni-
dena nakatunud kudedes olemas, saab saprofiiiidid tavaliselt vélja lahjendada, kuid patogeen jddb alles. Seetdttu
soovitatakse laiali kiilvata igast proovist 100 pl, 1/100 kuni 1/10 000 lahjendused MTNA-so6tmele vdi NCP-88-
sootmele (5. liide) (kui kasutatakse 90 mm diameetriga Petri tasse; muude tassisuuruste puhul kohandatakse
kogust), kasutades spaatlit (hokikepikujulist) ja so6tmeplaadile laialikiilvamise meetodit.

Markus:

Alternatiivseks vdimaluseks on laiali kiilvata 100 pl esialgset kartuli bakterisademe alikvooti esimesele agariplaadile spaatliga ning
seejdrel viia spaatel teisele agariplaadile, tommates sellele spaatlile jadnud jaagid; 16puks korratakse seda kolmandal plaadil ning
lahjenduse laialikiilvamine saavutatakse spaatliga.

Tasse inkubeeritakse pimedas temperatuuril 21-23 °C.

Tasside esmane uuring, vorreldes kontrolltassidega, tehakse kolme pdeva moodumisel ja loetakse iile koik bakteri
C. m. subsp. sepedonicus sarnased kolooniad, seejirel loetakse kolooniad viie, seitsme ja 16puks kiimne pdeva
moddumisel.

Kahtlaste kolooniate puhastamine

Markus:

Bakteri C. m. subsp. sepedonicus sarnased kolooniad tuleks imber kiilvata YGM-so6tmele baklazaanide inokuleerimiseks ja/voi jarg-
nevaks kindlaksmaaramiseks; kiilvata tuleks enne seda, kui tassid kasvavad liiga tiis, s.o eelistatavalt 3-5 pdeva moodumisel.

Bakteri C. m. subsp. sepedonicus sarnased kolooniad kantakse iihele jirgnevaist so6tmeist (valemid on esitatud 5.
liites):

glitkoostoiteagar (itksnes subkultuuri jaoks),
parmiekstraktiga gliikoospeptoonagar,
parmiekstrakti ja mineraalsooladega agar.

Inkubeeritakse 21-24 °C juures kuni kiimme péeva.
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8.2.2.

8.2.3.

9.1.

C. m. subsp. sepedonicus kasvab aeglaselt, tekitades tavaliselt kiimne péeva jooksul noopndelapeasuuruseid kreem-
jaid kuplikujulisi kolooniaid. Bakteri C. m. subsp. sepedonicus tiitipiliste kolooniate fotosid vt veebilehekiiljelt
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

Puhtuse saavutamiseks kanda uuesti.

Kasvumairad paranevad subkultuuriga. Tiiiipilised kolooniad on kreemjad véi elevandiluuvirvi, ménikord kolla-
sed, immargused, siledad, korgemad, kumera kupli kujuga, limased-vedelad, tervete servadega ning tavaliselt ldbi-
modduga 1-3 mm.

Lihtne varvimine Grami meetodil (9. liide) voib aidata pesade valimisel edasiste analiitiside tegemiseks.

Méiratakse kindlaks eeldatavad kultuurid (vt punkti 9) ja tehakse patogeensusanaliiiis (vt punkti 10).

IDENTIFITSEERIMINE

Bakteri C. m. subsp. sepedonicus eeldatavad puhaskultuurid maaratakse kindlaks, kasutades vahemalt kahte jargmis-
test analiitisidest, mis pohinevad erinevatel bioloogilistel pdhimdotetel.

Igasse tehtavasse analiiiisi kaasatakse tuntud referenttiived, kui see on asjakohane.

Toitumuslikud ja ensiimaatilised identifitseerimisanaliiiisid

Maéiratakse jargmised fenotiiiibilised omadused, mis esinevad v6i puuduvad bakteril C. m. subsp. sepedonicus, kasu-
tades jargmistes allikates kirjeldatud meetodeid: Lelliott ja Stead (1987), Klement et al. (1990), Schaad (2001),
anoniitimne (1987).

Koiki sootmeid tuleks inkubeerida 21 °C juures ja kontrollida kuue pdeva pérast. Kui kasvu ei ole, inkubeeritakse
kuni 20 péeva.

Koigis analiiiisides peab olema tuntud bakteri C. sepedonicum kontroll. Toite- ja fiisioloogilised analiiiisid tuleb
teha, kasutades agarsootme subkultuuride inokulaate. Glitkoostoiteagari kultuuridelt tuleb teha morfoloogilisi
vordlusi.

Analiiiisid Oodatav tulemus

Oksiidatsiooni/fermentatsiooni katse Inertne voi norgalt okstidatiivne
Okstidaasi aktiivsus -

Kasv 37 °C juures -

Ureaasi aktiivsus -

Eskuliini hiidroliiiis +

Tarklise hiidroliiiis puudub voi nork
7 % NaCl taluvus -

Indooli tekkimine -

Katalaasi aktiivsus +

H,S tekkimine -

Tsitraadi kasutamine -

Zelatiini vedeldamine -

Happe gliitserool -

Happe moodustumine laktoosist puudub voi nork
Happe moodustumine ramnoosist -

Happe moodustumine salitsiinist -

Virvimine Grami jirgi (9. liide) +
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

10.

10.1.

IF-analiiiis

a)  Valmistatakse suspensioon, milles on umbes 10 rakku milliliitris IF-puhvris (3. liide).
b) Valmistatakse kohase antiseerumi kahekordsete lahjenduste rida.

¢) Tehakse [F-analiiiis (punkt 4).

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

PCR-analiiiis
a)  Valmistatakse suspensioon, milles on umbes 10° rakku milliliitris ultrapuhtas vees.

b) 100 pl suletud katseklaasides olevat rakususpensiooni kuumutatakse kuumutusplokil voi keevas veevannis
100 °C juures 4 minutit. Vajaduse korral voib dsja valmistatud NaOH lisamine 0,05 M Ippkontsentratsioo-
nile aidata kaasa rakuliiiisile. Seejirel voib proove siilitada — 16 kuni — 24 °C juures, kuni neid on tarvis.

¢)  Bakteri C. m. subsp. sepedonicus spetsiifiliste amplikonide amplifitseerimiseks tehakse kohane PCR-analiiiis
(nditeks Pastrik, 2000; vt 4. liidet; Li ja de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik ja Rainey, 1999; Schaad et
al,, 1999).

d)  Bakterit C. m. subsp. sepedonicus saab positiivselt kindlaks maéirata siis, kui PCR-amplikonidel on positiivse
kontrolli tiivega sama suurus ja neil esineb sama pikkusega restriktsioonifragmentide poliimorfism.

FISH-analiiiis
a)  Valmistatakse suspensioon, milles on umbes 10° rakku milliliitris ultrapuhtas vees.
b) Tehakse FISH-analiitis (punkt 5).

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

Rasvhapete profileerimine (Fatty acid profiling — FAP)
a)  Kultuuri kasvatatakse triiptikaas-sojaagaril (Oxoid) 72 tundi temperatuuril 21 °C (+/- 1°).
b) Tehakse kohane FAP-analiiiis (Janse, 1991; Stead, 1992).

¢)  FAP-analiiiisi tulemus on positiivne siis, kui eeldatava kultuuri profiil on identne positiivse kontrolli profiili-
ga. Tﬁﬁpiline rasvhapete esinemine on jargmine: 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0
ja 17:0 Anteiso. Selline profiil osutab suure tdendosusega bakterile C. m. sepedonicus. Muudel perekondadel,
nagu Curtobacterium, Arthrobacter ja Micrococcus, esineb ka selliseid happeid, kuid 15:1 Anteiso A on neis bak-
terites harva esinev hape, mida on kdigis bakterites Clavibacter spp. umbes 1-5 %. Bakteris C. m. sepedonicus
on seda tavaliselt umbes 5 %.

BOX-PCR-analiiiis
a)  Valmistatakse suspensioon, milles on umbes 10° rakku milliliitris ultrapuhtas vees.

b) Tehakse analiiiis vastavalt menetlusele (Smith et al., 2001).

KINNITUSANALUUS

Bakteri C. m. subsp. sepedonicus diagnoosi 1oplikuks kinnitamiseks ja bakteri C. m. subsp. sepedonicus kindlaksméa-
ratud kultuuride virulentsuse hindamiseks tuleb teha patogeensusanaliiiis.

Analiiiisitava isolaadi kolme pdeva vanusest isolaadist ja bakteri C. m. subsp. sepedonicus kohasest positiivse kont-
rolli tiivest tehakse inokulaat, milles on umbes 10° rakku milliliitris.
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10.2.  Inokuleeritakse 5-10 kolmandas leheetapis noore baklazaaniseemiku vart (punkt 7.3 voi 7.4).

10.3.  Inkubeeritakse temperatuuril 18-24 °C piisava valguse ja suure suhtelise niiskuse juures ning kastetakse parajal
mddral, et viltida tilekastmist ja kuivamist (punkt 7.7). Puhaste kultuuridega peaks tiiiipiline nirbumine toimuma
kahe nddala jooksul, kuid taimi, millel ei ole selle aja jarel siimptomeid (vt punkti 7.8), tuleks seejarel inkubeerida
kuni kolm nédalat temperatuuril, mis soosib baklazaanide kasvu, kuid ei ole iile 25 °C (8. liide). Kui kolme nidala
pérast ei ole simptomeid, ei saa kultuuri pidada bakteri C. m. subsp. sepedonicus patogeenseks vormiks.

10.4.  Isoleeritakse siimptomitega taimedest, eraldades varreosa 2 cm korguselt inokulatsioonipunktist. Purustatakse ja
lahustatakse vaheses koguses steriilses destilleeritud vees vi 50 mM fosfaatpuhvris (3. liide). Isoleeritakse suspen-
sioonist, hodrudes spaatliga laiali voi tehes joonkiilvi MTNA- ja YPGA-sootmele (5. liide), inkubeeritakse 3-5
pdeva temperatuuril 21-23 °C ja vaadeldakse bakterile C. m. subsp. sepedonicus tiiiipiliste pesade tekkimist.

1. liide

Protokollide optimeerimise ja valideerimisega tegelevad laborid

Labor (1) Asukoht Riik
Agentur fiir 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 France
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu France
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Saksamaa
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Saksamaa
State Laboratory Dublin lirimaa
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Holland
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Aas Norra
Centre
Direc¢do-Geral de Protec¢io das Culturas Lissabon Portugal
Nacionalni institut za biologijo Ljubljana Sloveenia
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Hispaania

(") Kontaktteadurid — vt veebilehekiilge http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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2. liide
Positiivsete ja negatiivsete kontrollide valmistamine siidamike PCR/IF ja FISH-soelkatsete jaoks

Tehakse bakteri C. m. subsp. sepedonicus virulentse tiive [NCPPB 4053 v6i PD 406] 72-tunnine kultuur MTNA-pohis6tmel
ja suspendeeritakse 10 mM fosfaatpuhvris, et saada rakkude tiheduseks umbes 1-2 x 10® kolooniaid moodustavat osakest
milliliitris. See saadakse tavaliselt veidi haguses suspensioonis, mis mddtmisel 600 nanomeetri juures vastab optilisele tihe-
dusele 0,20.

Eemaldatakse basaalsed tipusiidamikud 200 mugulalt, mis on pirit valgekoorelise sordi saagist, mille kohta on teada, et
selles ei ole bakterit C. m. subsp. sepedonicus.

Basaalseid tipusiidamikke to6deldakse tavaliselt ja bakterisade resuspendeeritakse 10 milliliitris.
Valmistatakse kiimme steriilset 1,5 ml mikroampulli 900 pl resuspendeeritud bakterisademega.

100 pl bakteri C. m. subsp. sepedonicus suspensiooni pannakse esimesse mikroampulli. Loksutatakse vorteksil.
Saastetase madratakse lahjenduste kiimnendreaga jargmises viies mikroampullis.

Kuut saastunud mikroampulli kasutatakse positiivsete kontrollidena. Nelja saastumata mikroampulli kasutatakse negatiiv-
sete kontrollidena. Mikroampullid margistatakse vastavalt.

Steriilsetes 1,5 ml mikroampullides valmistatakse 100 ul alikvoodid ning saadakse seega iga kontrollproovi itheksa koo-
piat. Siilitatakse — 16 kuni — 24 °C juures kuni kasutamiseni.

Bakteri C. m. subsp. sepedonicus olemasolu ja kvantifikatsioon kontrollproovides tuleks esmalt kinnitada [F-analiiiisiga.

PCR-analiiiisiks ekstraheeritakse DNA positiivsetest ja negatiivsetest kontrollproovidest iga analiiiisitavate proovide seeria

puhul.
[F- ja FISH-analiiiisideks analiiiisitakse positiivseid ja negatiivseid kontrollproove iga analiiiisitavate proovide seeria puhul.

IF-, FISH- ja PCR-analiiiisides tuleb avastada bakteri C. m. subsp. sepedonicus vahemalt 10° ja 10* rakku milliliitris positiiv-
setes kontrollides ning bakterit ei tohi olla ttheski negatiivses kontrollis.
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3. liide

Analiiiisimenetluste puhvrid

ULDNOUE: Avamata steriilseid puhvreid voib 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) 4,26¢
KH,PO, 272¢
Destilleeritud vesi 1,001

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

Voib lisada muid aineid jargmiselt:

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

(") Kasutamiseks ekstraktsioonimenetluses homogeenimise teel.

Kontsentreeritud bakterisademe puhver (10 mM fosfaatpuhver, pH 7,2)

Seda puhvrit kasutatakse kartulimugula basaalse tipusiidamiku ekstraktide resuspendeerimiseks pérast kontsentreeri-
mist bakterisademeks tsentrifuugimise teel.

Na,HPO,.12H,0 27g
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.

IF-puhver Tweeniga
Seda puhvrit kasutatakse objektiklaaside pesemiseks.

[F-puhvrile lisatakse 0,1 % Tween 20.

Fosfaatpuhvri lisandiga gliitserool, pH 7,6

Seda puhvrit kasutatakse kattevedelikuna fluorestseerumise suurendamiseks IF-objektiklaaside aknaviljades.

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

Fluorestseerumise tuhmumise vastased kattevedelikud on miiiigil, niiteks Vectashield® (Vector Laboratories)
voi Citifluor® (Leica).

4. liide

Bakterite koguse mairamine IF-ja FISH-analiiiisides

Loendatakse keskmine tiiiipiliste fluorestseeruvate rakkude arv vilja kohta (c).

Arvutatakse tiiiipiliste fluorestseeruvate rakkude arv objektiklaasi akna kohta (C).

C=cxS§[s
Kus S = mitmekohalise objektiklaasi aknavilja pindala ja
s = objektiivi pindala
s = miZ[4GK? kus i = vilja koefitsient (sdltub okulaari tiiiibist ja on 8-24)

K = toru koefitsient (1 voi 1,25)

G = objektiivi suurendus (100x, 40x jne)
Arvutatakse tiiiipiliste fluorestseeruvate rakkude arv milliliitri resuspendeeritud bakterisademe kohta (N).

N=Cx1000fy xF

kus y = resuspendeeritud bakterisademe maht igas aknas ja

resuspendeeritud bakterisademe lahjendustegur
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5. liide

Bakteri C. m. subsp. sepedonicus isoleerimis- ja kasvuso6tmed

a) Uldised kasvusootmed

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

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

Gliikoostoiteagar

Difco Bacto agarsodde, mis sisaldab 1 % D(+)-gliikoosi (monohiidraat). Steriliseeritakse autoklaavis 115 °C juures
20 minutit.

Parmiekstraktiga glitkoospeptoonagar

Pirmiekstrakt (Difco) 50¢g
Bacto-peptoon (Difco) 50¢g
D(+)-glitkoos (monohtidraat) 10,0 g
Bacto-agar (Difco) 150¢
Destilleeritud vesi 1,01

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

Pirmiekstrakti ja mineraalsoolade kasvuagar

Bacto-parmickstrakt (Difco) 20¢g
D(+)-glitkoos (monohiidraat) 2,5

K,HPO, 025g
KH,PO, 025g
MgSO,.7H,0 01g
MnSO,,.H,0 0015¢
NaCl 0,05¢
FeSO,.7H,0 0,005 g
Bacto-agar (Difco) 18¢g
Destilleeritud vesi 1,001

Ained lahustatakse ja 0,5-liitrised sootmekogused steriliseeritakse autoklaavis 115 °C juures 20 minutit.

b) Valideeritud selektiivsed kasvusostmed

MTNA-so6de

Koik so6tmekomponendid on BDHst, kui ei ole mirgitud teisiti.
Parmiekstrakt (Difco) 20¢g

Mannitool 25¢

K,HPO, 025
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KH,PO, 025g
NaCl 0,05g
MgSO,.7H,0 0,1g
MnSO,.H,0 0,015¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Agar (Oxoid nr 1) 16,0 g
Destilleeritud vesi 1,01

Ained lahustatakse, pH reguleeritakse 7,2-le. Pdrast autoklaavimist (121 °C juures 15 minutit) ja mahajahutamist
50 °C lisatakse antibiootikumid: trimetoprimi 0,06 g, nalidiksiinhapet 0,002 g, amfoteritsiin B 0,01 g.

Antibiootilised alglahused: trimetoprim (Sigma) ja nalidiksiinhape (Sigma) (mélemat 5 mg/ml) 96 % metanoolis, amfo-
deritsiin B (Sigma) dimetiiiilsulfoksiidis. Alglahused on filter-steriliseeritud.

Mirkus:

Pohiséotme sidilivus on kolm kuud. Pirast antibiootikumide lisamist on siilivus iiks kuu, kui siilitatakse kiilmas.

NCP-88-s60de

Toiteagar (Difco) 23g
Parmiekstrakt (Difco) 2g
D-mannitool 5¢g
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgSO,,.7H,0 025¢g
Destilleeritud vesi 1,001

Ained lahustatakse, pH reguleeritakse 7,2-le. Parast autoklaavimist ja mahajahutamist 50 °C lisatakse jargmised anti-
biootikumid: poliimiiksiin B sulfaati (Sigma) 0,003 g, nalidiksiinhapet (Sigma) 0,008 g, tsiikloheksimiidi (Sigma) 0,2 g.

Antibiootikumid lahustatakse alglahustes jargmiselt: nalidiksiinhape 0,01 M NaOH, tsiikloheksimiid 50 % etanoolis,
poliimiiksiin B sulfaat destilleeritud vees. Alglahused on filter-steriliseeritud.

Mirkus:

Pohisootme sdilivus on kolm kuud. Pirast antibiootikumide lisamist on séilivus iiks kuu, kui séilitatakse kiilmas.
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6. liide
Valideeritud PCR-protokoll ja -reaktiivid

Mrkus:

Eelanaliiiisid peaksid véimaldama reprodutseeritavalt avastada vihemalt 10° kuni 10* bakteri C. m. sepedonicus rakku prooviekstrakti
milliliitris.

Eelanaliiiisid ei tohiks anda valepositiivseid tulemusi valitud bakteritiivedega.
1. Mitmeetapiline PCR-protokoll sisemise PCR-kontrolliga (Pastrik, 2000)
1.1. Oligonukleotiidpraimerid
Paripidine praimer PSA-1 5'- ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’
Araspidine praimer PSA-R 5'- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’
Piripidine praimer NS-7-F 5'- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’
Araspidine praimer NS-8-R 5'- tcc gea ggt tca cct acg ga -3’
Bakteri C. m. subsp. sepedonicus maatriks-DNA eeldatav amplikonipikkus on 502 aluspaari (PSA-praimerite komplekt)

18S rRNA sisemise PCR-kontrolli eeldatav amplikonipikkus on 377 aluspaari (NS-praimerite komplekt)

1.2. PCR-reaktsioonisegu

Reaktiiv Kogus reaktsiooni kohta Loppkontsentratsioon
Steriilne ultrapuhas vesi 15,725 ul
10x PCR-puhver (1) (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktsioon V) (10 %) 0,25 pl 0,1%
d-nTP-segu (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Praimer PSA-1 (10pM) 0,5 ul 0,2 pM
Praimer PSA-R (10pM) 0,5 ul 0,2 uM
Praimer NS-7-F (10puM) (?) 0,1yl 0,04 M
Praimer NS-8-R (10uM) (?) 0,1yl 0,04 M
Tag-poliimeraas (5U/pl) (1) 0,2 pl 10U
Proovi maht 5,0 ul

Kogumaht: 25,0 ul

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

(?) Kartuli basaalsete tipusiidamike ekstrakti puhul optimeeriti praimerite NS-7 F ja NS-8-R kontsentratsioonid, kasutades homogee-
nimismeetodit ja DNA puhastamist vastavalt Pastrikule (2000) (vt punkti 6.1 15iget a ja punkti 6.2). Kui kasutatakse loksutamise
teel DNA ekstraheerimist voi muid isoleerimismeetodeid, on vaja reaktiivikontsentratsioonid uuesti optimeerida.

1.3. PCR-reaktsiooni tingimused

Jargitakse jargmist menetlust:

1 tsiikkel: i) 3 minutit 95 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
10 tsiiklit: ii) 1 minut 95 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
iii) 1 minut 64 °C juures (praimerite anniilimine)

iv) 1 minut 72 °C juures (koopia ekstensioon)
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1.4.

2.1.

2.2.

25 tsiiklit: v) 30 sekundit 95 °C juures (maatriks-DNA denaturatsioon)
vi) 30 sekundit 62 °C juures (praimerite anniilimine)
vii) 1 minut 72 °C juures (koopia ekstensioon)

1 tsiikkel: viii) 5 minutit 72 °C juures (10plik ekstensioon)
ix) hoitakse 4 °C juures

Merkus:

Programm on optimeeritud kasutamiseks MJ Research PTC 200 termotsiikleriga. Muude mudelite kasutamisel voib olla vaja muuta
tsiklite i, iii, iv, v, vi ja vii kestust.

Amplikoni restriktsioonensiiiimi analiliis

Bakteri C. m. subsp. sepedonicus DNAst amplifitseeritud PCR-produktid vdivad ensiiiimiga Bgl Il anda tiitipilise pikku-
sega restriktsioonifragmentide poliimorfismi, kui neid on inkubeeritud 37 °C juures 30 minutit. Bakterile C. m. subsp.
sepedonicus titiipilisest fragmendist saadud restriktsioonifragmentide pikkus on 282 ja 220 aluspaari.

Tiitepuhvri valmistamine

Bromofenoolsinine (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

10x Trisatsetaat EDTA puhver, pH 8,0

Tris-puhver 48,4 ¢
Jad-dddikas 11,42 ml
EDTA (dinaatriumsool) 372¢g
Destilleeritud vesi 1,001

Enne kasutamist lahjendatakse 1x.

On ka miiiigil (nditeks Invitrogen voi samavaarne).
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1.

7. liide

FISH-analiiiisi valideeritud reaktiivid

Oligoproovid

Cms-spetsiifiline oligoproov CMS-CY3-01:

Mittespetsiifiline eubakteriaalne oligoproov EUB-338-FITC:

Kinnitilahus

[HOIATUS! KINNITI SISALDAB PARAFORMALDEHUUDI, MIS ON MURGINE. TULEB KANDA KINDAID JA SEDA
EI TOHI SISSE HINGATA. ON SOOVITATAV TOOTADA TOMBEKAPIS. ]

i) 9 ml molekulaarbioloogias kasutatavat vett (nditeks ultrapuhast vett) kuumutatakse umbes 60 °C ja lisatakse 0,4 g
paraformaldehiiiidi. Paraformaldehiiid lahustub parast seda, kui on lisatud 5 tilka 1IN NaOH ja segatud

magnetsegajaga.

ii)  pH reguleeritakse 7,0-le, lisades 1 ml 0,1 M fosfaatpuhvrit (pH 7,0) ja 5 tilka 1N HCL. pH-d kontrollitakse indi-
kaatorribadega ja vajaduse korral reguleeritakse HCl voi NaOH-ga.

[HOIATUS! PARAFORMALDEHUUDI LAHUSTE PUHUL EI TOHI KASUTADA PH-MEETRIT. ]

iii) Lahus filtreeritakse ldbi 0,22 pm membraanfiltri ja sailitatakse edasiseks kasutamiseks tolmuvabalt 4 °C juures.

iv)  Markus:

5'- ttg cgg ggc gea cat ctc tgc acg -3’

Alternatiivne kinnistilahus: 96 % etanool.

3x Hybmix-lahus

NaCl
Tris-HCl

EDTA (filter-steriliseeritud ja autoklaavitud)

Lahjendatakse 1x vastavalt vajadusele.

Hiibridisatsioonilahus

1x Hybmix-lahus

Naatriumdodetsiiiilsulfaat
oligoproov EUB 338
oligoproov CMSCY301

Hiibridisatsioonilahused valmistatakse vastavalt tabelis 1 arvutatud kogustele. Iga objektiklaasi jaoks (millel on kaks
erinevat proovi kaks korda) on tarvis 90 pl hitbridisatsioonilahust.

Tabel. Hiibridisatsioonisegu valmistamiseks soovitatavad kogused

2,7 M
60 mM (pH 7,4)
15 mM

0,01 %
5 ngful
5 ngful

5'- gct gec tee cgt agg agt-3’

Objektiklaaside kogus: 2 8
Steriilne ultrapuhas vesi 50,1 200,4
3x Hybmix-lahus 30,0 120,0
1% SDS 0,9 3,6
Oligoproov EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Oligoproov CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Kogumaht (pl) 90,0 360,0

NB. Kaiki valgustundlikke oligoproove sisaldavaid lahuseid siilitatakse pimedas — 20 °C juures. Kasutamise ajal vilditakse otsest pikese-

voi elektrivalgust.
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5. 0,1M fosfaatpuhver, pH 7,0

Na,HPO, 852¢
KH,PO, 5,449
Destilleeritud vesi 1,001

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

8. liide
BaklaZaani kultuuri kasvatamistingimused

Baklazaani (Solanum melongena) seemned kiilvatakse pastoriseeritud kiilvikomposti. Tdielikult avanenud idulehtedega
(10-14 pdeva) seemikud istutatakse timber pastériseeritud istutuskomposti.

Baklazaanid peaksid olema kasvatatud kasvuhoones jargmistel keskkonnatingimustel:

Pieva pikkus: 14 tundi vdi looduslik pdevapikkus, kui see on pikem;
Temperatuur: pdeval: 21-24°C,
Gosel: 15°C.
Haigusele vastuvotlikud baklazaanisordid: “Black Beauty”,
“Long Tom”,
“Rima”,
“Balsas”.

Tarnija: vt veebilehekiilge http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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9. liide

Grami jirgi virvimine (Huckeri muudatus) (Doetsch, 1981) (1)

Kristallvioleti lahus

2 g kristallvioletti lahustatakse 20 ml 95 % etanoolis.

0,8 g ammooniumoksalaati lahustatakse 80 ml destilleeritud vees.

Kaks lahust segatakse.

Lugoli jood

Jood 1g
Kaaliumjodiid 2¢g
Destilleeritud vesi 300 ml

Ained purustatakse koos uhmris uhmrinuiaga. Lisatakse vette ja segatakse suletud ndus kuni lahustumiseni.

Safraniini kontrastvarvilahus

Pohilahus:
Safraniin O 25¢g
95 % etanool 100 ml

Segatakse ja jictakse seisma.

Lahjendatakse 1:10 toolahuse saamiseks.

Virvimine

1. Valmistatakse diged, kuivatatakse hu kdes ja kinnitatakse kuumutades.
2. Objektiklaasi ujutatakse kristallvioleti lahuses iiks minut.

3. Pestakse kiiresti kraanivee all.

4. Ujutatakse Lugoli joodis iiks minut.

5. Pestakse kraaniveega ja kuivatatakse kuivatuspaberiga.

6. Varvitustatakse 95 % etanooliga, mis lisatakse tilkhaaval, kuni kogu virv on eemaldunud, voi leotatakse veidi loksu-
tades 30 sekundit.

7. Pestakse kraaniveega ja kuivatatakse kuivatuspaberiga.
8. Ujutatakse safraniinilahuses 10 sekundit.
9.  Pestakse kraaniveega ja kuivatatakse kuivatuspaberiga.

Grampositiivsed bakterid virvuvad lillakassinisteks; gramnegatiivsed bakterid virvuvad roosakaspunaseks.

() Vaib kasutada ka miiiigil olevaid lahuseid ja virvaineid.
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II LISA

Iga haigusetekitaja esinemise kahtluse korral, mille kohta on saadud vastavalt I lisas esitatud meetoditele 1abi viidud
soelkatse(te)s positiivne tulemus ning oodatakse kdnealuste meetodite abil kinnitust voi iimberlitkkamist, tuleks alles
hoida ja nouetekohaselt sdilitada

—  koik mugulad, millest proov on vdetud, ning vdimaluse korral kdik taimed, millelt proov on vdetud,
—  koik jérelejadnud ekstraktid ja soelkatse(te)ks valmistatud lisamaterjalid, nt immunofluorestsents-objektiklaasid,
ja
—  koik asjakohased dokumendid
kuni kdnealuste meetodi(te) 1opuleviimiseni.
Mugulate siilitamine vdimaldab teha sordikatseid, kui see on asjakohane.
Organismi olemasolu kinnituse puhul tuleks alles hoida ja nduetekohaselt sailitada
— loikes 1 madratletud materjal,
ja
— mugula- voi taimeekstraktiga nakatatud baklazaani proov
ning
— organismi isoleeritud kultuur

vihemalt tihe kuu jooksul pérast teatamist vastavalt artikli 5 ldikele 2.
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III LISA

Toendolise saastumise ulatuse madramisel vastavalt artikli 5 16ike 1 punktile b tuleb kontrollida jargmisi objekte:

— tootmiskohas kasvatatud mugulad voi taimed, mis on tunnistatud saastunuks vastavalt artikli 5 16ike 1 punktile
a,

— tootmiskoht vdi -kohad, kus mingil tootmisetapil on olnud mugulad v5i taimed, mis on tunnistatud saastunuks
vastavalt artikli 5 16ike 1 punktile a, sealhulgas need, kus tootmisseadmeid voi -vahendeid jagatakse omavahel
otseselt voi ithise lepingulise tooettevotja kaudu,

— mugulad voi taimed, mida kasvatati eelmises taandes osutatud tootmiskohas vdi -kohtades vdi hoiti sellises toot-
miskohas voi -kohtades ajavahemikul, kui vastavalt artikli 5 16ike 1 punktile a saastunuks tunnistatud mugulad
voi taimed olid esimeses taandes osutatud kohas,

— cttevotted, mis kditlevad eelmistes taanetes nimetatud tootmiskohtadest parit kartuleid,

— mis tahes seadmed, veokid, anumad, laod vdi nende osad ning mis tahes muud objektid, sealhulgas pakkemater-
jal, mis on vdinud olla kontaktis mugulate v6i taimedega, mis on tunnistatud saastunuks artikli 5 16ike 1 punkti
a alusel,

— koik mugulad voi taimed, mida on hoitud eelmises taandes loetletud chitiste voi objektide sees voi nendega
kokkupuutes enne nende ehitiste ja objektide puhastamist ja desinfitseerimist,

— artikli 6 alusel tehtud laboratoorsete analiiiiside tulemusel artikli 5 18ike 1 punkti a alusel saastunuks tunnista-
tud mugulate voi taimedega samast kloonist parinevad kartulimugulad voi -taimed, mille saastumine voib olla
tdendoline taime kloonide kaudu, kuigi analiiiisi tulemused organismi osas on vdinud olla negatiivsed. Saastu-
nud ja klooni kaudu seotud mugulate voi taimede suguluse tdendamiseks voib teha sordikatseid,

— celmises taandes osutatud mugulate voi taimede tootmiskoht v&i -kohad.

Voimaliku leviku méddramisel vastavalt artikli 5 1dike 1 punktile ¢ tuleb arvesse votta jargmisi asjaolusid:

— muude kartuli voi muude peremeestaimede tootmiskohtade lahedust,

— seemnekartulivarude {ihist tootmist ja kasutamist.

Artikli 5 16ike 2 esimeses 16igus osutatud teatis esitatakse jargmiselt:

—  kohe pirast organismi olemasolu kinnitamist laborianaliitisidega, kasutades I lisas sitestatud meetodeid, esitades
vihemalt:

—  kartulipartii sordi nimi,

— kartuli kasutusotstarve (tarbekartul, seemnekartul jne) ja seemnekartuli kategooria, kui see on kohaldatav,

—  kui on kartuli saasteoht teisest litkmesriigist (teistest liitkmesriikidest) voi teise litkmesriiki (teistesse liikmesriiki-
desse), esitab liikmesriik, kus saastumise esinemine on kinnitust leidnud, viivitamata vajaliku teabe, mis voimal-
dab asjaomasel liikmesriigil (asjaomastel litkmesriikidel) tdita artikli 5 16ike 3 ndudeid, naiteks:

— kartulipartii sordi nimi,

— kaubasaatja ja kaubasaaja nimi ja aadress,

— kartulipartii tarnekuupdev,
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— tarnitud kartulipartii suurus,

— taimepassi koopia vdi vdhemalt taimepassi number, kui see on asjakohane, ning kartulikasvataja voi turus-
taja registreerimisnumber, kui see on asjakohane, ja saatedokumendi koopia.

Kui sellist teavet esitatakse, teatatakse sellest viivitamata komisjonile.

—  parast koigi uuringute 1oppu teatatakse iga juhtumi puhul:
—  kuupdev, millal saastumine kinnitati,
— lihikirjeldus tehtud uurimisest saasteallika kindlaksmaaramise ja saastumise vdimaliku leviku kohta,
— teave kindlakstehtud vdi oletatava(te) saasteallika(te) kohta,

— tdpne teave saastunuks tunnistamise ulatuse kohta, sealhulgas tootmiskohtade arv ja partiide arv koos sordi
nime ja seemnekartuli puhul kategooriaga,

—  iiksikasjad tsooni piiritlemise kohta, sealhulgas tootmiskohtade arv, mis ei ole tunnistatud saastunuks, kuid
mida tsoon hdlmab,

— muu teave, mis on seotud kinnitatud haiguspuhangui(te)ga ja mida komisjon voib nduda.
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IV LISA

Artikli 7 16ikes 1 osutatud ametlikud jirelevalvemeetmed on:

— loomasoodana kasutamine parast niisugust kuumtootlemist, mille jarel puudub organismi ellujdgdmise oht,

voi

—  korvaldamine ametlikult heakskiidetud jaitmekiitluskohas, kus ei teki organismi keskkonda paisemise identifit-
seeritavat riski nt pollumajandusmaadesse imbumise kaudu,

voi

— tuhastamine,

— toostuslikuks tootlemiseks kasutamine otsese ja vahetu tarnimisega tootlevasse tehasesse, kus on ametlikult
heakskiidetud jaatmete korvaldamise seadmed, mille puhul on kindlaks tehtud, et ei ole organismi leviku identi-
fitseeritavat ohtu, ning vdhemalt véljuvate sdidukite puhastamise ja desinfitseerimise siisteem,

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 liikmesriikidele.

Mis tahes muud jddtmed, mis on seotud eespool nimetatud tingimustega v6i mis tekivad nende tottu, korvaldatakse
ametlikult heaks kiidetud meetoditel vastavalt kdesoleva direktiivi V lisale.

Artikli 5 16ike 1 punkti b alusel tdendoliselt saastunuks tunnistatud ja artikli 7 16ikes 2 osutatud mugulate voi tai-
mede asjakohane kasutamine voi kdrvaldamine vastavate liitkmesriikide vastutavate ametiasutuste kontrolli all koos
vastutavate ametiasutuste vahelise infovahetusega, et tagada pidev kontroll ja selle litkmesriigi vastutavate ametiasu-

mise seadmetes, on jirgmine:

— kasutamine toiduks ette nahtud tarbekartulina, mis on valmis pakendatud otsetarnimiseks ja kasutamiseks timber-
pakendamata kohas, kus on asjakohased jddtmete kdrvaldamise seadmed. Seemnekartuliks ette nahtud kartuleid
voib toodelda samas kohas ainult siis, kui seda tehakse eraldi voi pérast puhastamist ja desinfitseerimist,

—  kasutamine toostuslikuks tootlemiseks ette nahtud tarbekartulina, mis tuleb otse ja vahetult tarnida tootlemiset-
tevottesse, kus on nduetekohased jaitmete korvaldamise seadmed ja vahemalt lahkuvate sdidukite puhastamise
ja desinfitseerimise siisteem,

— muu kasutamine vdi kdrvaldamine, tingimusel et ei esine organismi leviku identifitseeritavat ohtu ning selle on
heaks kiitnud kdnealused vastutavad ametiasutused.

Artikli 7 16ikes 3 osutatud objektide puhastamise ja desinfitseerimise asjakohased meetodid on need, mille puhul on
kindlaks tehtud, et ei ole organismi leviku identifitseeritavat ohtu, ja mida kasutatakse liikmesriikide vastutavate ame-
tiasutuste jdrelevalve all.
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4. Liikmesriikide rakendatavad meetmed artikli 5 16ike 1 punktis ¢ kehtestatud ja artikli 7 1ikes 4 osutatud piiritletud
tsoonis on jargmised.

4.1. Artikli 5 16ike 1 punkti a alusel saastunuks tunnistatud tootmiskohtades:

a)

artikli 5 1dike 1 punkti a alusel saastunuks tunnistatud pollul, kas

vihemalt kolme kasvatusaasta jooksul parast saastunuks tunnistamise aastat

— voetakse meetmed iseeneslikult kasvama ldinud kartulitaimede ja muude organismi looduslikult
esinevate peremeestaimede korvaldamiseks

ning

— kartulimugulaid, -taimi voi -seemneid ega muid looduslikult esinevaid organismi peremeestaimi
voi pollukultuure, mille puhul on organismi leviku identifitseeritav oht, ei panda maha, istutata
ega kiilvata

esimesel kartuli kasvuaastal, mis jargneb eespool olevas taandes mairatletud ajavahemikule, ja tingi-
musel, et pold on tunnistatud vihemalt kahel jarjestikusel kasvuaastal enne taimede istutamist tehtud
ametlike inspekteerimiste kiigus vabaks iseeneslikult kasvama ldinud kartulitaimedest ja muudest orga-
nismi peremeestaimedest, lubatakse ainult tarbekartuli tootmist ning koristatud mugulaid analiiiisi-
takse vastavalt [ lisas esitatud menetlusele;

eelmises taandes osutatud kartulikasvatushooajale ja asjakohasele kiilvikordade tsiiklile (mis peab olema
vihemalt kaks aastat, kui seemnekartulit kasvatatakse) jirgneval hooajal vdib panna maha seemne-
voi tarbekartulit ning viiakse 1abi artikli 2 1dikes 1 méératletud ametlik kontroll; voi

saastunuks tunnistamise aastale jirgneva nelja kasvatusaasta jooksul

—  voetakse meetmed iseeneslikult kasvama ldinud kartulitaimede ja muude organismi looduslikult
esinevate peremeestaimede kdrvaldamiseks

ning

— pdldu hoitakse kesa all vdi kasutatakse pikaajalise kultuurkarjamaana, mida sagedasti madalalt
niidetakse voi kasutatakse intensiivselt karjatamiseks,

esimesel kartuli kasvuaastal, mis jargneb eespool olevas taandes mairatletud ajavahemikule, ja tingi-
musel, et pold on tunnistatud vihemalt kahel jarjestikusel kasvuaastal enne taimede istutamist tehtud
ametlike inspekteerimiste kiigus vabaks iseeneslikult kasvama ldinud kartulitaimedest ja muudest orga-
nismi peremeestaimedest, lubatakse seemne- voi tarbekartuli tootmist ning koristatud mugulaid ana-
linisitakse vastavalt I lisas esitatud menetlusele;

koigil muudel saastunud tootmiskoha pdldudel ning tingimusel, et vastutavad ametiasutused on kindlaks teinud,
et iseeneslikult kasvama ldinud kartulitaimede ja muude organismi looduslikult esinevate peremeestaimede oht
on korvaldatud:

saastunuks tunnistamise aastale jirgneval kasvatusaastal kartulimugulaid, -taimi voi -seemneid ega muid
looduslikult esinevaid organismi peremeestaimi ei panda maha, istutata ega kiilvata, voi

sertifitseeritud seemnekartulit voib maha panna ainult tarbekartuli kasvatamiseks,

teisel kasvuaastal, mis jargneb saastunuks tunnistamise aastale, pannakse maha seemne- voi tarbekartuli
tootmiseks ainult sertifitseeritud seemnekartulit voi seemnekartulit, mida on ametlikult analiiiisitud ringma-
daniku puudumise suhtes ja kasvatatud ametliku kontrolli all tootmiskohtades, millele ei ole osutatud
punktis 4.1,

vihemalt kolmandal kasvuaastal, mis jargneb saastunuks tunnistamise aastale, pannakse maha seemne- voi
tarbekartuli tootmiseks ainult sertifitseeritud seemnekartulit voi sertifitseeritud seemnekartulist ametliku
kontrolli all kasvatatud seemnekartulit,
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4.2. llma

a)

— igal eelmistes taanetes osutatud kasvuaastal tuleb votta meetmed iseeneslikult kasvama ldinud kartulitai-
mede ja muude organismi looduslikult esinevate peremeestaimede korvaldamiseks ning teha igalt kartuli-
pollult koristatud kartulisaagi ametlik analiitisimine vastavalt I lisas esitatud menetlusele;

vahetult artikli 5 1dike 1 punkti a alusel saastunuks tunnistamise jarel ja parast esimest sellele jargnevat kasvatu-
saastat puhastatakse ja desinfitseeritakse nouetekohaselt koik tootmiskohas ja kartulitootmises kasutatavad masi-
nad ja ladustamisseadmed, kasutades punktis 3 méératletud asjakohaseid meetodeid;

kaitstud tootmisala osas, kus on vdimalik kasvusubstraadi tdielik asendamine,

—  voib mugulaid, taimi ja seemneid maha panna, istutada ja kiilvata iiksnes siis, kui tootmisiiksuses on amet-
liku jdrelevalve all vdetud meetmeid organismi korvaldamiseks ja mis tahes peremeestaimede kdrvaldami-
seks, sealhulgas vidhemalt tiielik kasvusubstraadi asendamine ning tootmisiiksuse ja koikide seadmete
puhastamine ja desinfitseerimine, ning vastutavad ametiasutused on seejirel kartulikasvatuse heaks kiitnud,

ning

—  kasvatatakse kartuleid sertifitseeritud seemnekartulist v6i minimugulatest voi mikrotaimedest, mis périne-
vad kontrollitud allikatest;

et see piiraks punktis 4.1 médratletud meetmeid, peavad liikmesriigid piiritletud tsoonis:

viivitamata pdrast saastunuks tunnistamist puhastama ja desinfitseerima nduetekohaselt nendes kohtades koik
kartuli tootmisel kasutatavad masinad ja ladustamisseadmed, kasutades punktis 3 mddratletud asjakohaseid
meetodeid;

viivitamata ja vdhemalt kolme kasvatushooaja jooksul parast saastunuks tunnistamist:

— tagama oma vastutavate ametiasutuste jarelevalve kartulimugulate kasvatus-, ladustamis- voi kaitlemisette-
votete ile ning lepingu alusel kartulikasvatusseadmeid kasutavate ettevotete iile,

— noudma selles tsoonis kartuli tootmiseks ainult sertifitseeritud seemnekartuli voi sellise seemnekartuli maha-
panemist, mida on kasvatatud ametliku kontrolli all, ning pérast saagikoristust selle seemnekartuli labora-
toorset analiitisimist, mis on kasvatatud artikli 5 16ike 1 punkti b alusel tdenéoliselt saastunuks tunnistatud
kohtades,

— noudma koristatud seemnekartuli varude tarbekartulist eraldi kiitlemist koikides ettevotetes selles tsoonis
vOi puhastamist ja desinfitseerimist, mis tehakse seemnekartuli ja tarbekartuli kditlemise vahel,

—  viima ldbi ametliku seire, mis on mairatletud artikli 2 1dikes 1;

kehtestama vajaduse korral kava koikide seemnekartuli varude asendamiseks asjakohase ajavahemiku jooksul.
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V LISA

Ametlikult heaks kiidetud jadtmete kdrvaldamise meetodid, millele on osutatud IV lisa 16ikes 1, peavad organismi mista-
hes identifitseeritava levikuohu valtimiseks vastama jargmistele tingimustele:

i)  kartulite jadtmed (sh véljapraagitud kartulid ja kartulikoored) ning muud kartulitega seotud tahked jddtmed (sh pin-
nas, kivid ja muu priigi) tuleb kas

isoleeritud tingimustes, et ei ole ohtu jadtmete kadumiseks,
vOi
— tuhastada,

Vo1

— 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 litkmesriikidele;

ii) vedelad jddtmed: enne dravoolu tuleb holjuvaineid sisaldavad vedelad jaitmed filtreerida voi setitada selliste ainete
eemaldamiseks. Need ained tuleb korvaldada vastavalt 16igus i satestatule.

Vedelad jaitmed tuleb seejirel kas:
— enne kdrvaldamist kuumutada vihemalt 60 °C-ni vahemalt 30 minuti jooksul,
voi

— korvaldada muul ametlikult heaks kiidetud viisil ja ametliku jirelevalve all, nii et ei ole identifitseeritavat riski
jaatmete kokkupuuteks pollumajandusmaaga. Nende meetmete iiksikasjadest teavitatakse teisi litkmesriike ja
komisjoni.

Kiesolevas lisas kirjeldatud voimalusi kohaldatakse ka saastunud partiide kiitlemise, kdrvaldamise ja to6tlemisega seotud
jadtmete suhtes.
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