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NEUVOSTON DIREKTIIVI 93/85/ETY,

annettu 4 piivini lokakuuta 1993,

perunan vaalean rengasmidin torjunnasta

EUROOPAN YHTEISOJEN NEUVOSTO, joka

ottaa huomioon Euroopan talousyhteisén perustamis-
sopimuksen, ja erityisesti sen 43 artiklan,

ottaa huomioon komission ehdotuksen('),

ottaa huomioon Euroopan parlamentin lausunnon(?),
ottaa huomioon talous- ja sosiaalikomitean lausunnon(?),
seka katsoo, ettd

perunantuotannolla on tirkea asema yhteisén maataloudessa;
hairalliset organismit uhkaavat tuotosta jatkuvast, ‘

perunanviljelyn suojaaminen nailta haitallisilta organismeilta
mahdollistaa  paitsi  tuotostason  yllapitimisen myos
maatalouden tuottavuuden kasvun,

suojatoimenpiteilla haitallisten organismien jonkin jisen-
valtion alueelle kulkeutumisen estamiseksi olisi ainoastaan
rajoitettu vaikutus, ellel niitd organismeja samanaikaisesti ja
_jarjestelmillisesti torjuttaisi koko yhteisossi ja niiden
leviamista estettdisi tarvittavin toimenpitein,

yksi perunan haitallisista organismeista on Clavibacter
michiganensis  (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., perunan vaalean
rengasmadan aiheuttaja; titd tautia on tavattu tietyissd
yhteisén osissa, ja joitakin rajoitettuja tartuntaldhteita on
vield olemassa,

perunanviljely koko yhteisossia on suuresti uhattuna, ellei
toteuteta tehokkaita toimenpiteita timin taudin paikal-
listamiseksi ja levinneisyyden madrittimiseksy,  sen
esiintymisen ja leviamisen estimiseksi, ja jos tautia Ioydetaan,
sen levidmisen estimiseksi, torjumiseksi ja hivittaimiseksi,

tiettyji toimenpiteiti on toteutettava yhteiséssi tdmin
tavoitteen saavuttamiseksi; jasenvaltioiden on lisaksi voitava
toteuttaa lisitoimenpiteita tai tivkempia toimenpiteiti, jos ne
ovat tarpeen eivitki atheuta esteitd perunoiden litkkumiselle
yhteisossd, jollei kasvien tai kasvituotteiden haitallisten
organismien yhteisdon  kulkeutumisen ja  yhteisossi
leviimisen estimiseen littyvistd suojatoimenpiteisti 21
piivini joulukuuta 1976 annetussa neuvoston direktiivissd

() EYVL No C 93, 2.4.1993, 5. 12
() EYVL Nio C 176, 28.6.1993, 5. 210
() EYVL Nio C 161, 14.6.1993, 5. 18

77/93/ETY(*) toisin sdddetd; ndmid toimenpiteet on
ilmoitettava muille jasenvaltioille ja komissiolle,

perunan vaalean rengasmadan torjunnasta 24 piivana
kesakuuta 1980  annetussa  neuvoston - direktiivissi
80/665/ETY(%) saidetian jisenvaltioiden viahimmaiistoi-
menpiteiden toteuttamisesta perunan vaalean rengasmidin
torjumiseksi,

taimin jalkeen perunan vaalea rengasmata -taudin ja
-taudinatheuttajan tuntemus on huomattavasti lisidntynyt,

yhteison kasvinsuojelujarjestelman soveltaminen vhteiséssa,
joka on alue ilman sisirajoja, edellyttdad direktiivin
80/665/ETY tiettyjen saannosten kasittelya uudelleen ja
muuttamista,

Tiamd uudelleenkisittely on osoittanut, etti direktiivin
80/665/ETTY sdannokset ovat riittimattomit ja on tarpeen
tismentaa toteutettavia toimenpiteita.

tassd tilanteessa direktivi 80/665/ETY on kumottava ja
tarvittavat toimenpiteet toteutettava,

toimenpitelissa on otettava huomioon ensiksi se, etta tauti voi
jaadad piilevaksi, jolloin sitd ei loydeta kasvavista perunoista
etk varastossa olevista perunoista, ja etta sitd voidaan timan
vuoksi torjua tehokkaasti ainoastaan tuottamalla ja kayt-
timalld saastunnasta vapaita siemenperunoita, ja toiseksi se,
ettd jarjestelmalliset viralliset tutkimukset ovat tarpeen sen
paikallistamiseksi; taudinaiheuttajan leviaminen kasvaviin
perunothin ei ole tirkein tekiji, vaan taudinaiheuttaja voi
talvehtia kasveissa, jotka ovat perdisin maahan jaaneisti
perunoista (“itse levinneet kasvit”), ja ndmi muodostavat
vuodesta toiseen paaasiallisen saastuntalihteen; taudinai-
heuttaja leviad padasiassa, kun perunat joutuvat kosketuksiin
saastuneiden perunoiden ja istutus-, nosto- ja kasit-
telyvalineiden tai sellaisten kuljetuksessa ja varastoinnissa
kaytettyjen sailioiden kanssa, jotka ovat saastuneet oltuaan
ailemmin kosketuksissa saastuneiden perunoiden kanssa;
nama saastuneet vilineet voivat aiheuttaa tartuntaa tietyn
ajan tallaisesta saastunnasta alkaen; taudinaiheuttajan
leviamisti voidaan vihentdi tai se voidaan estii desinfio-
imalla nama vilineet; tillainen siemenperunoiden saastunta
muodostaa suurimman taudinaiheuttajan leviamisvaaran,

(") EYVL N:o L 26, 31.1.1977, 5. 20. Direktiivi sellaisena kuin se on
viimeksi muutettuna komission direktiivilla 92/103/ETY (EYVL
N:o L 363, 11.12.1992,5. 1)

(*) EYVL N:o L 180, 14.7.1980, s. 30
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yleisia toimenpiteitd koskevien yksityiskohtaisten sddntéjen
vahvistamisen osalta ja kaikkien jisenvaltioiden timin
taudinaiheuttajan alueelleen leviimisen estimiscksi toteut-
tamien tiukempien tai tiydentivien toimenpiteiden osalta on
suotavaa, etti jisenvaltiot toimivat komission kanssa tiviissa
yhteistydssi pysyvissd kasvinsuojelukomiteassa (jiljempana
‘komitea’),

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Timi direktiivi koskee toimenpiteitd, jotka on toteutettava
jasenvaltioissa perunan vaalean rengasmidin aiheuttajan,
Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp.
sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al.,
(jaljempidna ‘organismi’) torjunnassa:

a) sen paikallistamiseksi ja sen levinneisyyden mairit-
tamiseksi,

b) sen esiintymisen ja leviimisen estimiseksi,
ja

c) jos sita loydetian, sen leviimisen estimiseksi,
torjumiseksi ja havittimiseksi.

2 artikla

1 Jasenvaltioiden on toteutettava viralliset jarjestelmal-
liset tutkimukset organismin niiden alueelta lahtoisin olevissa
perunoissa ja tarvittaessa kasveissa (Solanum tuberosum L.)
esiintymisen varalta sen varmistamiseksi, ettd organismia el
esinny. '

Niitd  tutkimuksia varten mukuloiden osalta otetaan
siemenperunoista ja muista perunoista mieluiten varastossa
olevista eristi niytteits, jotka testataan virallisesti tai viral-
lisen valvonnan alaisena laboratoriossa liitteessi 1 kuvatun
organismin  havaitsemista ja  madiritysti  koskevan
menetelmin mukaisesti. Tarvittaessa voidaan suorittaa viral-
linen tai virallisesti valvottu silmiamaariinen tarkastus muista
niytteista halkaisemalla mukulat.

Kasvien osalta nimi tutkimukset suoritetaan asianmukaisin
menetelmin, ja niytteet testataan asianmukaisesti virallisesti
tal virallisen valvonnan alaisena.

Direktiivin 77/93/ETY mukaiset toimivaltaiset viranomaiset
vahvistavat nidytteiden lukumaiirin, alkuperan ja sen mista
kohdin perunakerroksia niytteet otetaan seki niytteenoton
ajoituksen asiallisten tieteellisten ja tilastollisten periaat-
teiden ja organismin biologian mukaisesti sekd kyseisen
jisenvaltion erityisten perunan tuotantojirjestelmien
perusteella. Tahan liittyvit yksityiskohtaiset sadnnét on
toimitettava tiedoksi muille jasenvaltioille ja komissiolle
vuosittain, jotta kullakin jisenvaltiolla olisi keskenain
vertailukelpoiset takeet sen varmistamisesta, ettei organismia
esunny.

2 Edelli 1 kohdassa tarkoitettujen virallisten tutkimus-
ten tulokset on ilmoitettava muille jisenvaltioille ja komis

siolle vahintidn kerran vuodessa. Timan ilmoituksen
yksityiskohdat ovat luottamuksellisia. Komitea voi kisitelli
asiaa direktiivin 77/93/ETY 16 a artiklassa sdddettya menet-
telya noudattaen.

3 Seuraavat siannokset voidaan antaa direktiivin
77/93/ETY 16 a artiklassa saidettya menettelyi noudattaen:

— vyksityiskohtaiset saannot edelld 1 kohdassa saidetyisti
asiallisten tieteellisten ja tilastollisten periaatteiden
mukaisesti suoritettavista tutkimuksista,

— yksityiskohtaiset sdannot edelld 2 kohdassa siidetysti
ilmoituksesta.

4 Seuraavat sdaannokset annetaan direktiivin 77/93/ETY
16 a artiklassa saadettyd menettelyd noudattaen:

— edelli 1 kohdan kolmannessa alakohdassa tarkoitettujen
tutkimusten ja kokeiden asianmukainen menetelma.

3 artikla

Jasenvaltioiden on huolehdittava, etti organismin epiilty tai
varmistettu esiintyminen kasvavilla tai korjatuilla, varas-
toiduilla tai kaupan pidetyilli perunoilla niiden alueella
ilmoitetaan niiden toimivaltaisille viranomaisille.

4 artikla

1 Sen jasenvaltion, jossa epaillyt esiintymistapaukset on
ilmoitettu, toimivaltaisten viranomaisten on varmistettava,
etti laboratoriokoe on suoritettu virallisesti tai virallisen
valvonnan alaisena liitteessi 1 kuvaillun menetelmin
mukaisesti ja litteessd I olevassa 1 kohdassa lueteltujen edel-
lytysten mukaisesti mainitun esiintymisen varmistamiseksi
tai epailyn kumoamiseksi. Jos organismin esiintyminen
varmistuu, sovelletaan liitteessi II olevan 2 kohdan siin-
noksia.

2 Ennen kuin 1 kohdassa tarkoitettu epiilty esiinty-
minen on varmistunut tai kumottu, niissa epdillyn esiinty-
misen tapauksissa, joissa on todettu:

1) silmidmadaraisesti maaritettyja oireita, jotka antavat athetta
epiilla tautia

tal

1) positiivinen reaktio liitteessd I tismennetyssi immuno-
fluoresenssikokeessa  tai muussa  asianmukaisessa
kokeessa,

jasenvaltioiden toimivaltaisten viranomaisten on:

a) kiellettivd kaikkien sellaisten erien tai lihetysten liik-
kuminen, joista on otettu naytteitd, elleivit ne liku
heidin valvontansa alaisina ja ellei organismin tun-
nistettavaa leviimisvaaraa ole olemassa;

b) toteutettava  tarvittavat  toimenpiteet
esiintymisen alkuperan jiljittimiseksi;

epaillyn

¢) otettava kdyttoon sopivia arvioidun vaaran asteen
mukaisia lisivarotoimenpiteitd organismin leviimisen
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estaimiseksi. Nithin toimenpiteisiin voi kuulua kaikkien
muiden mukuloiden ja kasvien liikkumisen virallinen
valvonta sellaisen laitoksen sisilla tai laitoksesta, jolla on
yhteyttd epailtyyn esiintymiseen.

3 Seuraavia toimenpiteita voidaan toteuttaa direktiivin
77/93/ETY 16 a artiklassa saadettya menettelya noudattaen:

— edella 2 kohdan ¢ alakohdassa tarkoitetut toimenpiteet.

4 Seuraavat  toimenpitect  toteutetaan  direktiivin
77/93/ETY 16 a artiklassa saidettyd menettelya noudattaen:

— muut sopivat 2 kohdan ii alakohdassa sdadetyt kokeet.

5 artikla

1 Jos virallisesti tai virallisen valvonnan alaisena liitteessa
I kuvatun menetelmin mukaisesti suoritetut labora-
toriokokeet varmistavat organismin esiintyvan mukula-,
kasvi- tai kasvinosaniytteessi, jasenvaltion toimivaltaisten
viranomaisten on, ottaen huomioon perustellut tieteelliset
periaatteet, organismin biologian ja tissd jasenvaltiossa
kiytossi olevat erityiset tuotanto-, kaupanpitimis- ja
jalostusjarjestelmit:

a) ilmoitettava saastuneiksi mukulat tai kasvit, lahetys ja/tai
eri seka vilineet, ajoneuvo, siilio, varasto tai sen osat ja
kaikki muut kohteet, pakkaukset mukaan lukien, joista
niyte on otettu, mutta tarvittaessa myos tuotantopaikka
(paikat) ja pelto (pellot), josta mukulat tai kasvit on
korjattu;

b) maiaritettavi, ottaen huomioon liitteessd III olevan 1
kohdan siinnckset, todennikoinen saastunnan laajuus
kosketuksen kautta saastuneiksi ilmoitettujen kohteiden
kanssa ennen tai jilkeen sadonkorjuun tai yhteyden
kautta ndiden kohteiden kanssa tuotantojirjestelmassi;

¢) rajoitettava alue a kohdassa tarkottetun saastun-
tailmoituksen, b kohdassa tarkoitetun todennikéisen
saastunnan laajuuden mairittimisen ja organismin
mahdollisen leviamisen perusteella, ottaen huomioon liit-
teessi 11 olevan 2 kohdan siannokset.

2 Jasenvaltioiden on ilmoitettava viipymatta muille
jasenvaltioille ja komissiolle liitteessa III olevassa 3 kohdassa
siidettyi menettelyda noudattaen kaikki 1 kohdan a
alakohdan  mukaisesti  ilmoitetut  saastunnat  seki
yksityiskohtaiset 1 kohdan ¢ alakohdassa tarkoitetun alueen
rajoittamista koskevat tiedot.

Timin ilmoituksen yksityiskohdat ovat luottamuksellisia.
Komitea voi kisitelli asiaa direktivin 77/93/ETY 16 a
artiklassa siadettya menettelya noudattaen.

3 Edelli 2 kohdassa tarkoitetun ilmoituksen ja siind
mainittujen  tekijoiden  jilkeen muiden ilmoituksessa
tarkoitettujen jisenvaltioiden on tarvittaessa ilmoitettava
saastunnasta, maaritettava saastunnan todennikéinen laajuus
ja rajoitettava alue 1 kohdan a, b ja ¢ alakohdan mukaisesti.

6 artikla

Jasenvaltioiden on sdidettivi, ettd kun mukulat tai kasvit on
ilmoitettu saastuneiksi 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan
mukaisesti, 4 artiklan 1 kohdassa tarkoitetut kokeet tehdiin
kaikkien niiden perunavarastojen osalta, joiden perunat
polveutuvat  samasta  kloonista  kuin  saastuneiden
perunavarastojen perunat. Kokeet tehdaan alkuperiisen
todennikoisen saastuntalihteen ja saastunnan todennikéisen
laajuuden madrittamisen kannalta tarvittavalle mairille
mukuloita tai kasveja, mieluiten vaaran suuruuden
mukaisesti.

Kokeiden  jilkeen  tehdain  tarvittaessa  uudelleen
saastuntailmoitus, miiritetdin todennikoéinen saastunnan
laajuus ja rajoitetaan alue 5 artiklan 1 kohdan a, b ja ¢
alakohdan mukaisesti.

7 artikla

1 Jasenvaltioiden on siidettivi, ettd 5 artiklan 1 kohdan
a alakohdan mukaisesti saastuneiksi ilmoitettuja mukuloita
tai kasveja ei voida istuttaa ja ettd ne on niiden toimivaltaisten
Viranomaisten ValVOnnaSSa:

— tuhottava
tal

— havitettavd muulla tavoin virallisen valvonnan alaisena
toimenpiteena liitteessa IV olevan 1 kohdan mukaisesti,
edellyttden, ettd on todettu, ettei minkaanlaista tun-
nistettavaa organismin leviimisvaaraa ole olemassa.

2 Jasenvaltioiden on sdidettivi, etti todennikoisesti
saastuneiksi 5 artiklan 1 kohdan b alakohdan mukaisesti
iImoitettuja mukuloita tai kasveja ei voida istuttaa ja etti ne,
niiden perunavarastojen perunoiden osalta, jotka polveu-
tuvat samasta kloonista kuin saastuneet perunat, kiytetiin
tai havitetaan asianmukaisella ravalla liitteessi IV olevan 2
kohdan mukaisesti niiden toimivaltaisten viranomaisten
valvonnassa siten, etta varmistetaan, ettel tunnistettavaa
organismin levidimisvaaraa ole, sanotun kuitenkaan rajoit-
tamatta 6 artiklassa tarkoitettujen kokeiden tulosten
soveltamista.

3 Jasenvaltioiden on siidettivi, etti 5 artiklan 1 kohdan
a alakohdan mukaisesti saastuneiksi ilmoitetut tai 5 artiklan 1
kohdan b alakohdan mukaisesti todennikéisesti saastuneina
pidetyt vilineet, ajoneuvot, siailiot, varastot tai niiden osat
sekd kaikki muut kohteet, pakkaukset mukaan lukien, on
tuhottava tai puhdistettava ja desinfioitava liitteessi IV
olevassa 3 kohdassa tarkoitettuja asianmukaisia menetelmii
kiyttien. Desinfioinnin jilkeen niiti kohteita ei endi pideti
saastuneina.

4 Jasenvaltioiden on siadettava, ettd littteessa IV olevassa
4 kohdassa mairitellyt eri toimenpiteet on toteutettava 5
artiklan 1 kohdan ¢ alakohdan mukaisesti rajoitetulla
alueella, sanotun kuitenkaan rajoittamatta 1, 2 ja 3 kohdan
mukaisesti toteutettujen toimenpiteiden toteuttamista.
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8 artikla

1 Jasenvaltioiden on siadettava, etta siemenperunoiden
on tiytettivd direktiivin  77/93/ETY vaatimukset ja
polveuduttava suoraan aineistosta, joka on saatu virallisesti
hyviksytyn suunnitelman mukaisesti ja joka on
ilmoitettuvapaaksi kyseisesti organismista virallisesti tai
virallisen valvonnan alaisena liitteessa I kuvaillun
menetelmin mukaisesti suoritetuissa kokeissa.

Edelld mainitut kokeet suoritetaan:

— siind tapauksessa, etti saastunta koskee siemenperunan
tuotantoa, alkuperiisesti kloonista valituista kasveista,

— muissa tapauksissa joko alkuperiisesti  kloonista
valituista kasveista tai edustavista perussiemenperunan
tai aikaisempien sukupolvien siemenperunan naytteista.

2 Seuraavat siinnokset voidaan antaa direktiivin
77/93/ETY 16 a artiklassa siddetyn menettelyn mukaisesti:

— vksityiskohtaiset sdinnét 1 kohdan toisen alakohdan
ensimmaisen luetelmakohdan soveltamisesta,

— edella 1 kohdan toisen alakohdan toisen luetelmakohdan
tarkoitettuja edustavia naytteita koskevat siannot.

9 artikla

Jasenvaltioiden on kiellettava organismin hallussapito ja
kasittely.

10 artikla

Jasenvaltiot voivat mydntai poikkeuksia tamin direktiivin 6,
7 ja 9 artiklaan kokeellisia tai tieteellisid tarkoituksia tai
lajikevalintatyota varten, jos nami poikkeukset eivit haittaa
organismin torjuntatoimenpiteita eivatka atheuta minkain-
laista timan organismin leviimisvaaraa, sanotun kuitenkaan
rajoittamatta direktiivin 77/93/ETY siaannosten soveltamista.

11 artikla

Jasenvaltiot voivat toteuttaa lisdtoimenpiteiti tal tiukempia
toimenpiteitd, jotka ovat tarpeen organismin torjumiseksi tai
sen leviamisen estamiseksi, jos ne noudattavat direktiivin
77/93/ETY saannoksid.

Ensimmiisessi alakohdassa tarkoitettuthin lisatoimenpitei-
siin voi kuulua velvoite istuttaa ainoastaan virallisesti
varmennettuja tai sellaisen virallisen tarkastuksen alaisia
siemenperunoita, jonka tarkoituksena on varmistaa

kasvinsuojeluvaatimusten noudattaminen. Tita jilkimmaista
mahdollisuutta voidaan soveltaa erityisesti niissi tapauksissa,
joissa viljelyoilld on lupa kayteda tlallaan siemenperunoita,
jotka ovat lihtoisin niiden omasta sadosta sekd muissa
tapauksissa,  joissa  istutetaan  viljelijain  tuorramaa
slemenperunaa.

Naiden toimenpiteiden yksityiskohdat on ilmoitettava
muille jisenvaltioille ja komissiolle.

12 artikla

Timin direkuivin  liitteisiin - tieteellisen tai  teknisen
tietimyksen lisddntymisen vuoksi tehtavit muutokset
annetaan direktivin 77/93/ETY 16 a artiklassa siidetyn
menettelyn mukaisesti.

13 artikla

1 Jasenvaltioiden on 15 piivain marraskuuta 1993 men-
nessia annettava ja julkaistava timan direktiivin noudat-
tamisen edellyttamit sddnnokset. Niiden on ilmoitettava
tistd komissiolle viipymatti.

Naissd jasenvaltioiden antamissa siannoksissa on viitattava
tahin direktitviin tai nithin on liitettivi tillainen viittaus niiti
virallisesti julkaistaessa. Jasenvaltioiden on siidettivi siitd,
miten viittaukset tehdiin.

Jasenvaltioiden on sovellettava niitd sidnnoksii 16 piivisti
marraskuuta 1993.

2 Jasenvaluoiden on toimitettava tissi direktiivissi
tarkoitetuista kysymyksistd antamansa kansalliset siin-

nokset komissiolle viipymatta. Komission on ilmoitettava
tistd muille jasenvaltioille.

14 artikla

Kumotaan direktiivi 80/665/ETY 16 piivisti marraskuuta
1993.

15 artikla

Tama direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.
Tehty Luxemburgissa 4 paivini lokakuuta 1993.

Neuvoston puolesta
Pubeenjobtaja
W. CLAES
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LITE I

MENETELMA PERUNAN VAALEAN RENGASMADAN AIHEUTTAVAN CLAVIBACTER

MICHIGANENSIS (SMITH) DAVIS ET AL. SSP. SEPEDONICUS (SPIECKERMANN ET KOTTHOFF)

3.1

3.2

3.3

34

DAVIS ET AL. BAKTEERIN LOYTAMISEKSI JA MAARITTAMISEKSI PERUNAERISTA

Niytteenotto tyvesta

Juoksevan veden alla pestaan 200 mukulaa ja kunkin mukulan tyvi kuoritaan leikkausveitselli tai
kuorimaveitsell, joka desinfioidaan saannéllisesti; desinfiointi voi tapahtua kastamalla kuorimaveitsi
70 %:seen etanoliin ja liekittamalla se.

Otetaan huolellisesti kartiomaisia kappaleita tyven solukosta leikkausveitselld tai perunan kuori-
maveitselli. Pidetdan suonia sisaltimattoman solukon osuus mahdollisimman pieneni. Kartiot on
kisiteltivi 24 tunnin kuluessa (kohta 3) niiden ottamisesta tai siilytettivi -20 *C:ssa korkeintaan kahden
viikon ajan.

Silmdmiiriinen perunan vaalean rengasmiadin oireiden tarkastelu

Niytteenoton jilkeen kukin mukula leikataan halki poikittain ja tarkastellaan perunan vaalean
rengasmadan oireiden esiintymista.

Mukuloita painetaan ja katsotaan, tihkuuko suonia sisiltavasta solukosta midantynytti solukkoa.

Ensimmiiset oireet ovat erityisesti kannan lahella olevan solukon lieva lasimaisuus tai lipikuultavuus
ilman etti suoniston ymparys olisi pchmennyt. Kannassa oleva suonirengas voi olla variltain hieman
tavanomaista tummempi. Ensimmaiset oireet, jotka voidaan selvisti tunnistaa ovat suonirenkaan kel-
lertdvi viiri ja se, ettd mukulaa kevyesti painettaessa suonista tulee ulos juustomaista ainetta. Tami tihkuva
erite sisaltia miljoonia bakteereita. Tdssa vatheessa voi esiintya suonisolukon ruskettumista. Ensi
vaiheessa niiden oireiden esiintyminen voi rajoittua ainoastaan osaan rengasta, eika valttimatti lihimpini
kantaa olevaan osaan, ennen kuin ne levidvit asteittain koko renkaaseen. Saastunnan leviimisen myoti
suonisolukot tuhoutuvat. Ulkokuori voi erottua sisikuoresta. Saastunnan myohemmissi vaiheissa
mukulan pintaan ilmestyy reunoiltaan usein punaisenruskeita halkeamia. Jonkin toisen taudinaiheuttajan,
sienen tai bakteerin, atheuttama samanaikainen saastunta voi peittad oireet, jolloin voi olla vaikeaa, jollei
mahdotonta, erottaa perunan vaalean rengasmadin myohempii oireita muista perunan pilaajista.

Niytteiden esikisittely Gram-virjiystd, immunofluoresenssikoetta (IF) ja munakoisokoetta varten

Kannasta otetut kartiot homogenoidaan laimennosliuoksessa, joka ei ole toksista C. m. subsp.sepedonicus
-bakteerille (esimerkiksi 0,05 M fosfaattipuskuriliuoksessa (PBS), jonka pH on 7,0) alle 30°C
limpotilassa, kunnes tiydellinen homogenoituminen on juuri tapahtunut; on suositeltavaa lisita
ei-toksista dispergointiainetta ja voi olla tarpeen lisiti ei-toksista vaahdonestoainetta (lisdys 1 ja 2). On
tarpeen valttaa liallista jauhautumista.

Eristetain bakreeri homogenoidusta liuoksesta yhdella seuraavista menetelmista(!):
A. a) sentrifugoidaan enintiin kithtyvyydelld 180 g 10 minuutin ajan;

b

=

sentrifugoidaan pinnalle jadvi neste vihintian kithtyvyydelli 4000 g 10 minuutin ajan;
dekantoidaan, sitten poistetaan pinnalle jiava neste.

&
&

annetaan massan seistd 30 minuutin ajan, jotta solukon jainnokset laskeutuisivay; dekantoidaan
pinnalle jadvi neste liikuttamatta pohjasakkaa;

b

N

suodatetaan pinnalle jiavd neste lasisintterisuodattimeen (n:o 2 = 40-100 pm) asetetun
suodatinpaperin (Whatman n:o 1) lipi vesi-imun avulla; kaadetaan suodos sentrifugointiputkeen;
pestadn suodatin steriililli fosfaattipuskurilivoksella niin, etta suodosta tulee enintaan 35 ml;

¢) sentrifugoidaan suodos vihintiin kithtyvyydella 4 000 g 20 minuutin ajan.

~

Suspendoidaan pohjasakka (konsentroitu uute) steriiliin 0,01 M fosfaattipuskuriliuokseen, jonka pH on
7,2 (lisdys 2), kunnes saadaan noin 1 ml konsentroitua uutetta. Jactaan se kahteen yhti suureen osaan ja
siilytetaan toinen osa vertailua varten pakastamalla -20 °C:seen(?) tai kylmikuivaamalla. Jaetaan toinen
osa kahteen yhta suureen osaan, joista toinen on tarkoitettu immunofluoresenssikoetta ja Gram-varjaysta
varten ja toinen munakoisokoetta varten.

Saastunnan valttamiseksi on ehdottoman tirkeai kasitella naytteet ja C. m. subsp. sepedonicus positiiviset
vertailuniytteet toisistaan erillaan seki immunofluoresenssikokeen etta munakoisokokeen osalta.

(") Dinesen on esittinyt toisen uuttomenetelmin v. 1984.

(?) On osoitettu (Janse et Van Vaerenbergh, 1987), ettd pakastus voi heikentdd C. m. subsp. sependonicus -bakteerin elinvoimaa.

Tiamin ongelman voi ratkaista kdyttamalld glyserolin 10-prosenttista liuosta konsentroidun uutteen suspendoinnissa.
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4.1

4.2

4.3

5.2
521

522

Gram-virjiys

Valmistetaan Gram-varjiys kaikille konsentroidun uutteen laimennoksille (5.2.1 kohta) ja kaikille
halkaistuille mukuloille (2 kohta), joissa on lasimaisuutta, mataa tai jotakin muuta epiilyttivii oiretta.
Naytteet on otettava sairaiden solukoiden reunasta.

Valmistetaan Gram-viirjiys tunnetuille C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin kasvustoille, ja jos mahdol-
lista luonnollisesti saastuneille solukoille (5.1 kohta).

Madritetiin, mitki niytteet sisaltavat tyypillisid nuijanmuotoisia grampositiivisia soluja. Yleensi C. m.
subsp. sepedonicus -bakteerin solut ovar 0,8-1,2 um pitkii ja 0,4-0,6 pm leveitd.

Asianmukainen Gram-virjiysmenetelmi on esitetty lisayksessi 3.

Luonnollisesti saastuneista solukoista tai askettiin eristetyista kasvustoista valmistetuissa naytteissi on
usein valtaosa kokkisauvabakteereja, jotka ovat yleensi hieman pienempii kuin vanhemmista
agarkasvustoista lihtdisin olevat solut. Suurimmassa osassa kasvualustoja C. m. subsp. sepedonicus
-bakteerin solut ovat nuijamaisia pleomorfisia sauvoja, jotka voivat reagoida eri tavoin Gram-
virjayksessi. Solut ovat erillisia, pareittain sauvabakteerien luokalle tyypillisine “kyynirpiineen”, tai
joskus epasiannollisissd ryhmissi, joita luonnehditaan usein sileaidoiksi ja kiinalaisiksi kirjoitus-
merkeiksi.

Immunofluoresenssikokeet

Kaytetian tunnetun C. m. subsp. sepedonicus -bakteerikannan antiseerumia ATCC 33113 (NCPPB 2137)
tai NCPPB 2140. Sen immunofluoresenssipitoisuuden on oltava vihintiin 1:600. Lisitiin
fosfaattipuskuriliuosta  koelevylle vertailua varten sen maarittdmiseksi, yhtyyko fluoreseiini-
isotiosyanaatin (FITC) kanssa konjugoitunut kaniinin vastainen immunoglobuliini epispesifisesti
bakteerisoluihin. C. m. subsp. sepedonicus -bakteeria [ATCC 33113 (NCPPB 2137), NCPPB 2140] on
kiytettiva homologisena vertailuantigeenina erillisella levylla. Luonnollisesti saastunutta solukkoa
(kylmikuivaamalla tai pakastamalla -20 °C:ssa siilytettyd) olisi mahdollisuuksien mukaan kiytettivi
vertailua varten samalla levylld (kuva 2).

Menettely

Valmistetaan kolmen laimennoksen sarja kymmenen perikkaiisilld kerrannaisilla (10, 10? ja 10%) lopul-
lisesta konsentroidusta uutteesta tislattuun veteen (kuva 1).

Monireikiisen levyn aukkoihin pipetoidaan aukon peittimiseen riittava vakiomairi (noin 25 pl) kutakin
konsentroidun uutteen laimennosta tai C. m. subsp. sepedonicus -suspensiota (noin 10° solua/ml), kuten
kuvassa 1 on esitetry.

Kuva |
Niytelevy, jonka vertailuaukkoon tulee fosfaattipuskurilivosta

Konsentroitu uute Laimennettu niyte

. A

1:10 1:100 1:1000

O O O O O e

Puskuriliuos Valittu antiseerumin laimennos
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523

524

5.2.5

52.6

5.2.10

5.2.11

Kuva 2

Positiivinen vertailulevy

t t t t t
1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

Antiseerumin laimennos

Annetaan kuivua noin 37 °C ilmassa ja kiinnitetdan 95 % etanolilla tai liekilli.

Peitetdan kuvan 1 mukaiset aukot suositetuissa maarasuhteissa 0,01 M fosfaattipuskuriliuoksella, jonka
pH on 7,2 (lisdys 2) laimennetulla (tyoskentelyliuos) C. m. subsp. sepedonicus antiseerumilla (kiytetiin
fosfaattipuskurilivosta vertailun vuoksi FITC:td varten). Antiseerumin tyoskentelyliuoksen pitoisuuden
tulisi olla suunnilleen puolet immunofluoresenssin pitoisuudesta. Jos muita antiseerumin laimennoksia
on kiiytettava, on tarpeen valmistaa kullekin kaytettavalle laimennokselle erilliset levyt.

Annetaan inkuboitua 30 minuuttia kosteassa kammiossa huoneenlimméssi.

Huuhdotaan huolellisesti 0,01 M fosfaattipuskuriliuoksella, jonka pH on 7,2. Tehdiin kolme perittiisti
5 minuutin pesua 0,01 M fosfaattipuskurilivoksella, jonka pH on 7,2. Vaihdetaan joka kerran pesuliuosta.

Poistetaan huolellisesti kaikki ylimairainen kosteus.

DPeitetiin kukin aukko FITC-konjugaatilla samana laimennoksena, jota kiytettiin pitoisuuden
maarityksessa, ja annetaan inkuboitua 30 minuuttia kosteassa pimeissia kammiossa huoneenlammaossa.

Huuhdotaan ja pestiin kuten edelli.

Lisitidn noin 5-10 pl 0,1 M fosfaattipuskuroitua glyseroliliuosta, jonka pH on 7,6 (tai vastaavaa, jonka
pH on vihintain 7,6), kuhunkin aukkoon ja peitetdin peitelevylla (lisays 2).

Tutkitaan mikroskoopilla, joka on varustettu epifluoresoivalla valonlihteelli ja FITC:n kanssa
tyskentelyyn mukautetuilla suodattimilla. Sopiva suurennos on 400—1 000-kertainen. Tutkitaan kukin
aukko kohtisuorasti kahden halkaisijan suuntaisesti ja pitkin aukon kehai.

Etsitdin fluoresoivat solut positiivisista vertailukohdista ja miiritetian pitoisuus. Etsitiin fluoresoivat
solut FITC-puskurivertailusta, ja jos niita ei ole, tutkitaan niyteaukot. Miiritetiin vihintiin 10
mikroskooppikentistd morfologisesti tyypillisten fluoresoivien solujen keskimiiriinen lukumiiri kent-
tad kohden ja lasketaan naiden solujen lukumiira konsentroidun uutteen laimentamatonta millilitraa

kohden (lisays 4).
Immunofluoresenssikokeisiin liittyy tiettyjd ongelmia.

— Saprofyyttien bakteerien populaatioissa voi nikyi morfologisesti epityypillisid fluoresoivia soluja,
jotka voivat reagoida ristiin. Toiset voivat olla kooltaan ja morfologialtaan samanlaisia kuin C. m.
subsp. sepedonicus. Ainoastaan ne fluoresoivat solut, jotka ovat kooltaan ja morfologialtaan tyypil-
lisia, on otettava huomioon.

Ristiin reagoimisen mahdollisuuden vuoksi immunofluoresenssikokeessa positiivisesti reagoivat
niytteet olisi testartava uudelleen eri antiseerumilla.

— Timin menetelmin tekninen havaitsemisraja on  10°>—10* solua konsentroidun uutteen
laimentamatonta millilitraa kohden. Ne niytteet, joiden tyypillisten fluorisoivien solujen lukumaira
on havaitsemisrajalla, ovat yleensi vailla C. m. subsp. sepedonicus -bakteeria, mutta ne voidaan testata
munakoisokokeella.

C.m. subsp. sepedonicus
- . :
(noin 10¢/ml)
-— I uonnollisesti saastunciden
perunoiden uutctta
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Immunofluoresenssikoe on negatiivinen kaikkien niiden niytteiden osalta, joista ei ole l5ydetty
yhtiin morfologisesti tyypillista fluoresoivaa solua. Niitd naytteita on pidettiva C. m. subsp.
sepedonicus -bakteerin “saastuttamattomina”.

Niiti ei ole tarpeen testata munakoisokokeella.

Immunofluoresenssikoe on positiivinen kaikkien niiden naytteiden osalta, joista on 1dydetty
morfologisesti tyypillisia fluoresoivia soluja.

Niytteiti, joiden osalta immunofluoresenssikoe on molempien antiseerumien osalta positiivinen on
pidettivi C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin “mahdollisesti saastuttamina”.

Munakoisokoe on tarpeen suorittaa kunkin mahdollisesti saastuneen niytteen osalta. -

Munakoisokoe
Viljelyn yksityiskohdista tarkemmin ks. lisdys 5.

Levitetdin 3.3 kohdan mukaista konsentroitua uutetta vahintaan 25:1 kolmilehtiasteella olevan (lisiys 5)
munakoison viliin yhdelld jiljempina esitellyista menetelmistd (6.2, 6.3 tai 6.4 kohta).

Inokulointi viiltamalla T

Kukin ruukku asetetaan vaakasuoraan tuen paille [solupolystyreenikappale, jonka pinnasta on poistettu
5 c¢m syvi, 10 cm leved ja 15 cm pitka pala (kuva 3), sopii 10 cm:n ruukulle]. Jokaiselle testattavalle
niytteelle on asetettava steriili alumiinifoliokaistale varren ja polystyreenikappaleen viliin. Kasvi voidaan
tukea paikoilleen kappaleen ympari kulkevalla kuminauhalla.

Leikkausveitsella tehdaan sirkkalehtien ja ensimmaisen kasvulehden valiin pitkittiinen tai hieman vinosti
poikittainen 0,5-1 cm pitka viilto, jonka syvyys on noin kolme neljannesti varren halkaisijasta.

Pidetian viilto avoimena leikkausveitsen terin karjelld ja levitetian inokulaatti konsentroituun uutteeseen
kastetulla siveltimella. Levitetian loput konsentroidusta uutteesta munakoisojen viliin.

Suljetaan viilto steriilill vaseliinilla 2 mkn ruiskua kayttden.

Kuva 3

Inokulointi villtamélla 11

Pidetain kasvia kahden sormen vilissi ja tiputetaan pipetilla pisara (noin 5-10 pl) konsentroitua uutetta
suspensiona varren paille sirkkalehtien ja ensimmaisen kasvulehden viliin.

Steriililli leikkausveitsella tehdaian konsentroidun uutteen pisarasta lahtien vinosti poikittainen (noin 5
asteen kulmassa) 1 cm viilto, jonka syvyys on noin kaksi kolmannesta varren paksuudesta.

Suljetaan viilto steriililld vaseliinilla ruiskua kayttaen.
Inokulointi injektoimalla

Munakoisoja et kastella inokulointia edeltavin vuorokauden aikana, jotta nestejannitys vihenisi.
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6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.9.1
6.9.2

6.9.3

6.9.4

7.1

Inokulointi tehdiin ruiskulla, joka on varustettu hypodermiselld neulalla (vihintiin 23G), munakoison
varsiin juuri sirkkalehtien ylipuolelle. Konsentroitu uute leviteriin munakoisojen viliin.

Samalla inokulointimenetelmalld (6.2, 6.3 tai 6.4 kohta) inokuloidaan 25 kasvia tunnetulla C. m. subsp.
sepedonicus -viljelmilld, ja jos mahdollista luonnollisesti saastuneen mukulan uutteella (5.1 kohta).

Samalla inokulointimenetelmilli (6.2, 6.3 tai 6.4 kohta) inokuloidaan 25 kasvia sterililli 0,05 M
fosfaattipuskuriliuoksella.

Annetaan kasvien inkuboitua 40 paivaid sopivissa olosuhteissa (lisays 5). Ensimmaisten 8 paivan jalkeen
tutkitaan siinnollisesti oireiden esiintymisen paljastamiseksi. Lasketaan, kuinka monessa kasvissa
esiintyy oireita. C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri atheuttaa munakoisolla lehtien lakastumista, joka voi
alkaa lehdenreunojen tai lehtisuonien vilisen osan velttoutena. Aluksi lakastunut solukko voi muuttua
tummanvihreiksi tai taplikkaaksi, mutta se vaalenee ennen kuin se muuttuu nekroottiseksi. Lehtisuonien
vilinen lakastuminen niyttaa usein rasvaiselta ja turvonneelta. Nekroottisessa solukossa on usein kirk-
kaan keltainen reuna. Kasvit eivat valttimitta kuole. Mita pitemmalle oireiden esiintyminen viivastyy, siti
suurempi mahdollisuus kasveilla on jaidi henkiin. Kasvit voivat selvitd tartunnasta. Nuoret herkit
munakoisot reagoivat paljon voimakkaammin heikkothin C. m. subsp. sepedonicus -populaatioihin kuin
vanhemmat kasvit, miki selittid sen, etti on tarpeen kayttad kolmilehtiasteella olevia tai sen lihes
saavurtaneita kasveja.

Lakastuminen voi myos olla muiden mukulasolukon konsentroidussa uutteessa esiintyvien bakteerien tai
sienten populaatioiden aiheuttamaa. Naita ovat esimerkiksi Erwinia carotovora subsp. carotovora ja E.
carotovora subsp. atroseptica, Phoma exigua var. foveata seki saprofyyttisten bakteerien voimakkaat
populaatiot. Nimi lakastumiset erottuvat C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin aiheuttamista
lakastumisista, koska niissa kokonaiset lehdet tai kasvit kuihtuvat nopeasti.

Valmistetaan Gram-varjiys (4 kohta) kaikille munakoisoerille, joissa esiintyy oireita, kiyttien solukon
osia lakastuneista lehdista tai kasvien varsista, ja eristetiin sopivalle ravintoalustalle (7 kohta).
Desinfioidaan munakoisojen lehtien ja varsien pinta pyyhkimalld ne 70 % etanolilla.

Tietyissa olosuhteissa, erityisesti jos viljelyolot eivat ole optimaaliset, C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri
voi esiintyi munakoisoissa piilevana saastuntana jopa 40 paivan inkuboinnin jilkeen. Tillainen saastunta
voi aiheuttaa inokuloiduissa kasveissa kasvun hidastumista ja elinvoiman puutetta. Jos
immunofluoresenssikokeen tulosta pidetiin positiivisena, voidaan arvioida, etti on tarpeen jatkaa
kokeita. Tuolloin on tirkeid verrata kaikkien munakoisokokeen kasvien ja steriililli 0,05 M
fosfaattipuskuriliuoksella inokuloitujen vertailunaytteiden kasvulukuja ja valvoa kasvihuoneen
ympiristooloja.

Kokeita jatkettaessa suositetaan seuraavaa.
Leikataan varret inokulointikohdan ylapuolelta ja poistetaan lehdet.
Murskataan varret 0,05 M fosfaattipuskuriliuokseen, jonka pH on 7,0, 3.1 ja 3.2 kohdan mukaisesti.

Kiytetaan puolet konsentroidusta uutteesta Gram-virjiykseen (4 kohta) ja immunofluoresenssiko-
keeseen (kohta 5).

Kiytetdin toinen puoli uuden munakoisokokeen suorittamiseen (kohta 6), jos reaktio Gram-virjiyksessi
ja/tai immunofluoresenssikokeessa on positiivinen. Kiytetidn vertailuksi tunnettua C. m. subsp.

sepedonicus -viljelmia ja steriilid 0,05 M fosfaattipuskurilivosta. Jos oireita ei esiinny niissi tiydentivissi
kokeissa, naytetta pidetiin negatiivisena.

C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin eristiminen

Mairitys voidaan varmistaa ainoastaan eristimalla ja tunnistamalla (kohta 8) C. m. subsp. sepedonicus
-bakteeri. Vaikka on kyse vaikeasti eristettaviasta organismista, on mahdollista saada se erilleen solukosta,
jossa esiintyy saastunnan oireita. Nopeasti kasvavat saprofyyttiset bakteerit voivat kuitenkin tukahduttaa
sen, minka vuoksi el ole suotavaa eristaa sita suoraan mukulasolukon konsentroidusta uutteesta (saadaan
3.3 kohdasta). Munakoisot ovat erinomainen valikoiva lisaantymisympiristo C. m. subsp. sepedonicus
-viljelmalle, ja niita isintakasvina kiyttaen voidaan toteuttaa erinomainen varmistuskoe.

Eristykset tehddan kaikista perunoista ja munakoisoista, joissa esiintyy oireita (4 ja 6 kohta). Tarvittaessa
munakoisojen varret on murskattava 3 ja 6.9 kohdassa kuvattua menetelmii noudattaen.

Levitetiin yhdelle seuraavista alustoista suspensiota juovina (menettelytavat lisiyksessa 6):
dekstroosiravintoagaralusta (ainoastaan uudelleen istutuksille),

hiiva-, peptoni- ja glukoosiagaralusta,

hiiva- ja dekstroosiravintoagaralusta,

hiivauute- ja mineraalisuola-agaralusta.

Annetaan inkuboitua 20 paivaa 21 °Cissa.
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C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri kasvaa hitaasti ja tuottaa ravallisesti 10 paivassd neulanpain kokoisia ja
muotoisia, kermanvirisii, kuperia kasvustoja.

Levitetdin uudelleen juovina puhtaiden viljelmien saamiseksi.

Kasvu nopeutuu uudelleen istutettaessa. Tyypilliset kasvustot ovat viriltaan kermanvalkoisia tai
norsunluunvirisii, pyoreitd, sileita, kohoavia, kuperia, rakenteeltaan limaisesta nestemiiseen, reunoiltaan
siinnollisen muotoisia ja halkaisijaltaan yleensi 1-3 mm.

Tunnistaminen

Monet grampositiiviset sauvamaiset bakteerit, joiden kasvustojen ominaispiirteet vastaavat C. m. subsp.
sepedonicus -bakteerin ominaispiirteitd, voidaan eristd terveista tai sairaista perunoista tai munakoisoista.
Tissi yhteydessi on mahdollista tunnistaa C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri seuraavien kokeiden avulla:

immunofluoresenssikoe (5.1 kohta),
munakoisokoe,

ravintokokeet ja fysiologiset kokeet (lisays 7):
— hapettumis/kaymiskoe (O/F),

— oksidaasikoe,

— kasvu 37 °C:ssa,

~— ureaasin tuotanto,

— eskuliinin hydrolyysi,

— tarkkelyksen hydrolyysi,

— 7 % natriumkloridiliuoksen sietokyky,

— indolikoe,

~— katalaasikoe,

~— H,S:n tuotanto,

~— sitraatin kaytto,

— gelatiinin hydrolyysi,

— hapon muodostus glyserolista, laktoosista, ramnoosista ja salisiinista,
— Gram-virjays.

Kuhunkin kokeeseen on kuuluttava tunnettu C. m. subsp. sepedomicus -kanta vertailua varten.
Ravintokokeet ja fysiologiset kokeet on tehtava inokulaatilla, joka on liahtoisin ravintoagarliuokseen
uudelleen istutetuista kasvustoista. Morfologiset vertailut on tehtivi dekstroosiravintoagarliuoksen
kasvustoilla.

Immunofluoresenssikoetta varten solupopulaatioiden pitoisuudeksi on saatettava 10¢ solua/ml.
Immunofluoresenssipitoisuuden on oltava sama kuin tunnetun C. m. subsp. sepedonicus -viljelmin.

Murakoisokoetta varten solupopulaatioiden pitoisuudeksi on saatettava noin 107 solua/ml. Nimi kokeet
on tehtivi 10 kasvilla kunkin testattavan organismin osalta; my6s naissi kiytetian tunnettua C. m. subsp.
sepedonicus -viljelmaa ja steriilid vetta vertailua varten. Puhtailla viljelmilli tyypillisen lakastumisen olisi
ilmaannuttava 20 paivissa, mutta niilld kasveilla, joilla el esiinny oireita timin ajanjakson piityttyi, tulisi
jatkaa inkubointia 30 paivaan saakka lampotiloissa, jotka ovat suotuisat munakoison kasvulle, mutta eivit
yliti 30 °C:tta (lisays 5). Jos oireita ei ole ilmaantunut 30 piivin jilkeen, ei voida vakuuttua siitd, etti olisi
kyse C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin patogeenisen muodon kasvustosta.

Koe C. m. subsp. sepedonicus
hapettumis/kaymiskoe(O/F) inertti tai hetkosti hapettuva
oksidaasikoe -

katalaasikoe +

nitraattipelkistys -

ureaasiaktiivisuus -

H,S:n tuotanto -
indolin tuotanto -

sitraatin kaytto -
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tarkkelyksen hydrolyysi
kasvu 37 °C:ssa

kasvu 7 % NaCl:ssa
gelatiinin hydrolyysi
eskuliinin hydrolyysi
Hapot:

— glyserolista

— laktoosista

— ramnoosista

— salisiinista

tai heikko

tai heikko
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Lisays 1

LELLIOTTIN JA SELLARIN 1976 SUOSITTAMA HOMOGENOINTILIUOKSEN OHJE

DC - silikoni - vaahdonesto - MS A -yhdiste (Hopkins & Williams Ltd,,

Cat n” 9964-25, Chadwell Heath, Essex, Englanti) 10 ml
Lubrol W -hiutaleita (ICT Ltd) 05¢g
Tetranatriumpyrofosfaatti 1g
0,05 M fosfaattipuskurilivos, jonka pH on 7,0 (lisiys 2) 11
Lisdys 2
PUSKURILIUOKSET

0,05 M fosfaattipuskuriliuos, jonka pH on 7,0

Titi puskuriliuosta voidaan kiyttai mukulasolukon homogenointiin (2.1 kohta).

Na,HPO,
KH,PO,
NaCl

Tislattua vetti, kunnes liuosta on

0,01 M fosfaattipuskuriliuos, jonka pH on 7,2

426 g
2,72 ¢
80¢g
11

Titd puskurilivosta kiytetdan antiseerumien laimennukseen ja immunofluoresenssin koelevyjen pesuun.

Na,HPO, . 12 H,0
NaH,PO, .2 H,0
NaCl

Tislattua vetti, kunnes liuosta on

Fosfaattipuskuroitu 0,1 M glyseroliliuos, jonka pH on 7,6

27¢g
0,4 ¢
80g
1l

Tata puskuriliuosta kiytetain tehostamaan fluoresenssia immunofluoresenssikokeessa.

Na,HPO, . 12 H,0
NaH,PO, . 2 H,O
Glyserolia

Tislatrua vetri

32g
015
50 ml
100 ml
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Lisdys 3

GRAM-VARJAYKSEN MENETTELY (HUCKERIN MUUNNOS) (DOETSCH, 1981)

Kristalliviolettiliuos
Liuotetaan 2 g kristalliviolettia 20 ml:aan 95 % etanolia.
Liuotetaan 0,8 g ammoniumoksalaattia 80 ml:aan tislattua vetta.

Sekoitetaan nimi kaksi livosta.

Lugolin jodi-jodidiliuos

Jodia 1g
Kaliumjodidia 2g
Tislattua vetta 300 mi

Jauhetaan kiinteit aineet yhdessi huhmaressa. Lisatain vesi ja sekoitetaan aineiden liuottamiseksi suljetussa astiassa.

Virjiavi safraniinilivos

Kantaliuos:
Safraniini 0 25¢
Etanoli 95 % 100 ml

Sekoitetaan ja varastoidaan.

Laimennetaan suhteessa 1:10 tyoskentelyliuoksen saamiseksi.

Virjiysmenettely

1 Tehdain sivelykoe, kuivataan ilmassa ja kiinnitetdan limmaolla.
2 Upotetaan levy kristalliviolettiliuokseen 1 minuutiksi.

3 Pestiin nopeasti juoksevalla vedelli.

4 Upotetaan Lugolin jodi-jodidiliuokseen 1 minuutiksi.

5 Pestiin juoksevalla vedelld ja kuivataan imupaperilla.

6 Poistetaan vari lisiamalla pisara kerrallaan 95 % etanolia, kunnes vari ei enad muutu, tai upottamalla etanoliin 30
sekunniksi kevyesti ravistaen.

7 Pestiin juoksevalla vedell ja kuivataan imupaperilla.
8 Upotetaan safraniiniliuokseen 10 sekunniksi.
9 Pestiin juoksevalla vedelli ja kuivataan imupaperilla.

Grampositiiviset bakteerit ovar viriltddn sinivioletteja; gramnegatiiviset bakteerit virjiytyvit ruusunpunaisesta
punaiseen.
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Lisays 4

IMMUNOFLUORESENSSIKOKEESSA POSITIIVISTEN SOLUJEN POPULAATION MAARITYS

Moniaukkoisen levyn yhden aukon pinta-ala (S):

e
-2 M

jossa D = aukon halkaisija.
Nikokentin pinta-ala (s):

nd?
= 20 2
4 2

jossa d = nikdkentin halkaisija.
Lasketaan kentin halkaisija (d) suoraan mittaamalla tai soveltaen seuraavia kaavoja:

2

== @

jossa i = kentan kerroin (8-24 okulaarin tyypin mukaan),
K putken kerroin (1 tai 1,25),
G = objektiivin suurennos (100-kertainen, 40-kertainen jne.).

(2):sta saadaan: d

(3):sta saadaan: d =

Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen maari kenttaa kohden (c).
Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen miiri aukkoa kohden (C).

C =

oS
N

Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen miira konsentroidun uutteen millilitraa kohti (N):

N=Cx1—o}?i.—xF

jossa y = konsentroidun uutteen mairi (tilavuus) aukossa,
F = konsentroidun uutteen laimennoskerroin.
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Kylvetiin munakoisojen siemenii (Solanum melongena cv. Black Beauty) pastoroidulle kylvéalustalle. Istutetaan
kylvotaimet uudelleen pastoroituun istutusalustaan, kun sirkkalehdet ovat taysin kehittyneet (10-14 piivai).

Kiytetiin munakoisoja kolmilehtiasteella, kun vihintaan kaksi mutta enintian kolme lehted on tiysin auennut.

Lisdys 5

MUNAKOISOJEN VILJELY

Munakoisot on viljeltiva kasvihuoneessa seuraavissa olosuhteissa:

paivin pituus:
paivalampotila:

yolampotila:

HUOM: C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri ei kehity yli 30 °C lampatiloissa. Jos yolimpétila ei laske 15 °Ciseen,

14 tuntia tai luonnollinen paivan pituus, jos se on tata pitempi,

21-24 °C,
15 °C.

hopeanvirisid nekrooseja voi esiintyi.

Sopivalla hyonteismyrkylla voidaan estaa skiariditoukkien atheuttamat tuhot juuristossa.

Lajikkeen Black Beauty munakoisoja voi tilata:

1 AB Hammenhogs Fro

270 50 Hammenhog

Ruotsi

2 Hurst Seeds Ltd.
Avenue Road

Witham

Essex CM8 2DX

Englanti

o

ASGRO Ttalia SpA

Corso Lodi 23

Milano

4 KUPPER

Mitteldeutsche Samen GmbH
Hessenring 22
D-37269 Eschwege
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Lisdys 6

CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SUBSP. SEPEDONICUS -BAKTEERIN KASVATUKSESSA JA

ERISTAMISESSA KAYTETTAVA ALUSTA

Ravintoagaralusta

Difco Bacto -ravintoagaralusta tislatussa vedessa valmistajan ilmoittamana pitoisuutena. Steriloidaan autoklaavissa

121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Ravintoagaralusta dekstroosilla

Difco Bacto -ravintoagaralusta, joka sisaltda 1% d-glukoosia (monohydraatti). Steriloidaan autoklaavissa

115 °C:ssa 20 minuutin ajan.

Hiiva-, peptoni- ja glukoosiagaralusta

Difco bacton hiivauutetta (n:o 0127)

Difco bacton peptonia (n:0 0118)

D-glukoosia (monohydraatti)

Difco bacton puhdistettua agaralustaa (n:o0 0560)

Tislattua vetta

Steriloidaan puolen litran erissa autoklaavissa 115 °C:ssa 20 minuutin ajan.

Hiivauute- ja mineraalisuolakasvatusalusta
Difco bacton hiivauutetta

D-glukoosia (monohydraatti)

K,HPO,

KH,PO,

MgSO, . 7H,0

Mn$SO,. H,O

NaCl

FeSO, . 7H,0

Difco bacton puhdistettua agaralustaa

Tislattua vetta

Steriloidaan puolen litran erissd autoklaavissa 115 °C:ssa 20 minuutin ajan.

58
5g
g
15g
11

20g
25¢g
0,25¢g
0,25 g
Olg
0,015 g
0,05¢g
0,005 g
18g
11
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Lisdys 7

RAVINTOKOKEET JA FYSIOLOGISET KOKEET CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SUBSP.
SEPEDONICUS -BAKTEERIN TUNNISTAMISEKSI

Kaikki alustat on inkuboitava 21 °C:ssa ja tutkittava 6 paivan jalkeen. Jos minkiinlaista kasvua ei havaita, annetaan
inkuboitua 20 pdiviin saakka. ‘

— Hapettumis- ja kiymiskoe (O/F) (Hugh & Leifson, 1953)

Kasvualusta:

KCl - 02¢g
MgSO, . 7H,O 02¢g
NH_H,PO, 1,0g
Difco bacton peptoni 10g
Difto bacton puhdistettu 2garalusta 30g
D-glukoosi (monohydraatti) 10,0 g
Bromitymolisininen 0,03 g
Tislattua vetta 11

Sekoitetaan ja saidetidin 1 N KOH:lla pH:ksi 7,0-7,2.
Jaetaan 16 mm x 100 mm:n (tilavuus 12 ml) Pyrex-kasvatusputkiin, 5 ja 10 ml kuhunkin.
Steriloidaan autoklaavissa 115 °C:ssa 10 minuutin ajan.

Inokuloidaan kutakin viljelmaa pistamalld syvain 5 ml ja 10 ml] putkiin. Lisdtdan aseptisesti 1-2 ml steriilid
nestemaista parafiinia 10 ml putkiin. Annetaan inkuboitua.

Positiivinen reaktio:

Putki Viri Tulkinta
avonainen keltainen kayminen
sulj ettu keltainen
avonainen keltainen hapettuminen
suljettu sinivihred
avonainen vihertdvi hapettuminen tai inertti
suljettu sinivihrea

— Hapettumiskoe (Kovacs, 1956)
Kovacsin reagenssi hapettumiskoetta varten:
Tislattuun veteen tehty 1 % tetrametyyli-parafenyleenidiamiini-dihydrokloridin (BDH nr 30386) vesiliuos.

Reagenssin on oltava iskettdin 1 mlin mairini valmistettua tai sitd voidaan varastoida ruskeassa lasipullossa
5 °C:ssa 1-4 viikkoa.

Puhtaaseen petrimaljaan pannaan pisara reagenssia suodatinpaperin paille. Levitetaan vilittomasti tille hiukan
koeviljelmai ravintoagaralustalta platinasilmukan avulla.

Positiivinen reaktio: purppuravirin ilmaantuminen 10 sekunnin kuluessa. Viljelmii, joihin purppuraviri
ilmaantuu 10-30 sekunnin kuluessa, pidetdan heikosti positiivisina.

HUOM: On tirkeai kayttaa platinasilmukkaa ja ravintoagaralustan viljelmia, koska pienet rautajaannokset tai
kohonneet sokeripitoisuudet viljelyalustalla voivat aiheuttaa vairid positiivisia tuloksia.

— Hapon muodostus laktoosista, ramnoosista, salisiinista ja glyserolista

Valmistetaan kasvatusalustaa ilman glukoosia Hugh & Leifsonin hapetus- ja kiymiskoetta varten. Jaetaan siti
putkiin 5 ml kuhunkin. Steriloidaan autoklaavissa 115°C:ssa 10 minuutin ajan. Sulaneeseen 45 °C:cen

tai salisiinin vesiliuosta. Sekoitetaan huolellisesti.

Positiivinen reaktio: sinivihreasti keltaiseen muuttuva vari osoittaa hapon muodostumista.



03/Nide 53 Euroopan yhteisojen virallinen lehti

— Katalaasikoe
Asetetaan pisara vetyperoksidia (30 volyymii) puhtaalle levylle ja emulgoidaan platinasilmukallinen kasvustoa.
Positivinen reaktio: happikuplien muodostuminen pisarassa osoittaa katalaasin esiintymisen.

— Nitraattien pelkistymisen aktiivisuus ja denitrifikaatio (Bradbury, 1970)

Kasvualusta:
KNO, (nitriitteja sisaltamaton) 1g
Difco bacton hiivauutetta 1g
K,HPO, 5¢
Tislattua verti ‘ 11

Jaetaan 20 ml pullothin 10 ml kuhunkin. Steriloidaan autoklaavissa 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Reagenssi A:
H,SO, 8¢
Etikkahappoa 5 N 11
Reagenssi B:
Naftyyliamiinia 5g
Etikkahappoa 5 N 11

Inokuloidaan kaksi samanlaista nitraattialustaa. Testataan 10 ja 20 paivan kuluttua lisiamillid pisara Lugolin
jodi-jodidiliuosta, 0,5 ml reagenssia A ja 0,5 ml reagenssia B. Jos alusta ei muutu punertavaksi, lisitiin noin 50
mg sinkkijauhetta. Tarkkaillaan varia.

Positivinen reaktio: Vari
Vaihe 1 Vaihe 2
el nitraattien pelkistymista variton punainen

nitraattien pelkistyminen nitriiteiksi
(ainoastaan nitraattien pelkistyminen) punainen -

nitraattien pelkistyminen nitriiteista eteenpiin
(denitrifikaatio nitraattien ja nitriittien pelkistyminen) variton viritén

~— Ureaasin tuotanto (Lelliott, 1966)

Kasvatusalusta:
Oxoid-urea-agaralustaa (CM53) 24¢
Tislattua vetta 95 ml

Steriloidaan autoklaavissa 115 °C:ssa 20 minuutin ajan. Jadhdytetaan sulanut massa 50 °C:seen ja lisitain
aseptisesti 5 ml suodattamalla steriloitua urean 40 % vesilivosta (Oxoid SR20). Sekoitetaan hyvin.

Jaetaan steriileihin putkiin (16 x 100 mm) 6 ml kuhunkin ja annetaan asettua kallistetuissa putkissa.

Posititvinen reaktio: viriltiin oranssinkeltainen alusta muuttuu kirsikanpunaiseksi tai roosaksi, jos ureaasin
aktiivisuutta esiintyy.

Sitraatin kidyttd (Christensen) (Skerman, 1967)
Sitraatti-agaralustaa (Merck 2503) 23g
Tislattua vetta ' 11

Sekoitetaan ja liuotetaan kuumentamalla. Jaetaan putkiin 6 ml kuhunkin kuten ureaasin tuotanto -kokeessa.
Steriloidaan autoklaavissa 121 °C:ssa 15 minuutin ajan ja annetaan asettua kallistetuissa putkissa.

Posititvinen reaktio: sitraatin kiyttod osoittaa alustan virin vaihtuminen oranssista punaiseksi.
— Rikkivedyntuotanto (Ramamurthi, 1959)
Alusta:
Difco bacton tryptonia (n:o 0123) 10g
K,HPO, 1g
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NacCl 5g
Tislattua verta 1l

Liuotetaan ja jaetaan 16 x 100 mm putkiin 6 ml kuhunkin putkeen. Steriloidaan autoklaavissa 115 °C:ssa 10
minuutin ajan.

Inokuloidaan ja ripustetaan aseptisesti lyijyasetaattipaperi (Merck 9511) putken reunalle. Kiinnitetiin paikoil-
leen korkin avulla. Annetaan inkuboitua 20 paivaa.

Positirvinen reaktio: mustanruskean virityksen ilmaantuminen koepaperiin osoittaa H,S:n muodostumista
tryptonista.

Indolin tuotanto (Ramamurthi, 1959)
Alusta:
samanlainen kuin H,S-kokeessa.

Poistetaan lyijyasetaattipaperi, lisitiin 1-2 ml etyylieetterii ja ravistetaan kevyesti. Annetaan kerrosten erottua
(5 minuuttia). Lisdtaan varovasti 0,5 ml Kovacsin reagenssia (Merck 9293) kallistetun putken reunaa pitkin.

Posititvinen reaktio: punaisen varityksen ilmaantuminen keltaiseen kerrokseen eetteri- ja vesifaasin vilille
osoittaa indolin esiintymisen.

Kasvu 37 °C:ssa (Ramamurthi, 1959)

Alusta:
Difco bacton ravinnelienti (n:o 0003) 8¢g
Tislattua vetta 11

Sekoitetaan, liuotetaan ja jaetaan 6 ml kuhunkin putkeen.
Steriloidaan autoklaavissa 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.
Inokuloidaan ja annetaan inkuboitua 37 °C:ssa.
Posititvinen reaktio: kasvu

Kasvu 7 % natriumkloridissa (Ramamurthi, 1959)

Alusta:
Difco bacton ravinnelienta 8g
NaCl 70¢g
Tislattua verta 11

Sekoitetaan, liuotetaan ja jaetaan 6 ml kuhunkin putkeen.
Steriloidaan autoklaavissa 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.
Positiivinen reaktio: kasvu.

Gelatiinin hydrolyysi (Lelliott, Billing & Hayward, 1966)

Alusta:
Difco bacton gelatiinia (n:o0 0143) 120 g
Tislattua vetta 11

Sekoitetaan, liuotetaan kuumentamalla ja jaetaan putkiin 6 ml kuhunkin.
Steriloidaan autoklaavissa 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.
Posititvinen reaktio: gelatiini liukenee, vaikka limpétila pidetddn 5 °C:ssa 30 minuutin ajan.

Tirkkelyksen hydrolyysi

Alusta:
Difco bacton ravintoagaralustaa (sulatettu) 11
Difco bacton liukoista tirkkelysti (n:0 0178) 2¢g

Sekoitetaan ja steriloidaan autoklaavissa 115 °C:ssa 10 minuutin ajan.
Kaadetaan maljoihin. Inokuloidaan maljat taplittiin.

Riittavan kasvun jalkeen (10-20 paivai) otetaan osa tuotteesta ja upotetaan se Lugolin jodi-jodidiliuokseen.
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Posititvinen reaktio: selvit vyohykkeet bakteerikasvun alla tai ympirilli osoittavat, etti tirkkelyksen
hydrolyysii on tapahtunut. Muu osa alustasta pysyy purppuranviriseni.

~— Eskuliinin hydrolyysi (Sneath & Collins, 1974)

Alusta:
Difco bacton peptonia 10g
Eskuliinia 1g
Rautasitraattia (Merck 3862) 0,05¢
Natriumsitraattia 1g
Tislattua vetti 11

Liuoteraan sekoittaen ja jaetaan 6 ml kuhunkin putkeen.
Steriloidaan autoklaavissa 115 °C:ssa 10 minuutin ajan.
Alusta on kirkas, ja siini on sinertavi fluoresenssi.

Positirvinen reaktio: eskuliinin hydrolyysia osoittaa ruskean varin kehittyminen ja fluoresenssin hiviiminen.
Asian varmistamiseksi kaytetaan ultraviolettilamppua.
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LIITE 11

Kaikissa epaillyissa esitntymistapauksissa, joissa on liitteessa I kuvatun menetelmin mukaisesti suoritetussa
immunofluoresenssikokeessa todettu positiivinen reaktio, joka on varmistettu tai kumottu tilli menetelmalls,
olist siilytettiva ja varastoitava asianmukaisissa olosuhteissa kysetsen menetelmin loppuun saattamiseen asti:

— kaikki mukulat tai kasvit, joista niyte on otettu, jos se on mahdollista,
— ylimairiinen uute ja lisalevyt, jotka on valmistettu immunofluoresenssikokeita varten.

Niissi tapauksissa, joissa organismin esiintyminen on varmistunut, olisi siilytettivi ja varastoitava
asianmukaisissa olosuhteissa vihintdan yhden kuukauden ajan 5 artiklan 2 kohdassa saddetyn ilmoitusmenet-
telyn jalkeen:

— 1 kohdassa rarkoitertu aineisto,
— munakoisoniyte, joka on saastutettu inokuloimalla mukula- tai kasviuutetta ja

— organismin eristetty viljelma.



03/Nide 53

Euroopan yhteisojen virallinen lehti

57

LITE 111

otettava huomioon seuraavat tekijat:

— mukulat tai kasvit, jotka on viljelty 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitetulla

tuotantopaikalla,

tuotantopaikka (-paikat) tai tilat, jotka ovat tuotantojirjestelmissa yhteydessi 5 artiklan 1 kohdan a
alakohdan mukaisesti saastuneiksi ilmoitettuithin mukuloihin tai kasveihin, mukaan lukien sellaiset mukulat
tai kasvit, jotka joutuvat tekemisiin samojen vilineiden tai tuotantotilojen kanssa valittomasti tai yhteisen
yrittajan valityksella,

mukulat tai kasvit, jotka on tuotettu edellisessd luetelmakohdassa tarkoitetulla tuotantopaikalla (-paikoilla),
tai jotka ovat mainitulla (mainituilla) paikalla (paikoilla) aikana, jolloin 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan
mubkaisesti saastuneiksi ilmoitetut mukulat tai kasvit olivat ensimmaisessi luetelmakohdassa tarkoitetuissa
tiloissa tai tuotantopaikoissa.

keskusvarastot, joissa edelld mainituilta tuotantopaikoilta lahtoisin olevia perunoita on kasitelty,

kaikki laitteistot, ajoneuvot, sailiot, varastot tai naiden osat seka kaikki muut kohteet, mukaan lukien
pakkaukset, jotka ovat voineet 12 edeltineen kuukauden aikana tai muuna sopivana aikana olla kosketuksissa
5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisesti saastuneiksi ilmoitettujen mukuloiden tai kasvien kanssa,

kaikki mukulat tai kasvit, jotka on varastoitu johonkin edellisessa luetelmakohdassa tarkoitetuista esineisti
tai jotka ovat kosketuksissa sellaisen kanssa ennen kyseisten esineiden puhdistamista ja desinfiointia ja

6 artiklassa tarkoitettujen kokeiden jilkeen mukulat tai kasvit, jotka ovat samaa kloonialkuperii kuin 5
artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisesti saastuneiksi ilmoitetut mukulat ja kasvit, joiden osalta kokeet
osoittavat, etti saastunta on todennikdinen.

Edelli 5 artiklan 1 kohdan ¢ alakohdassa tarkoitetun mahdollisen leviimisen miirittimiseksi olisi otettava
huomioon seuraavat tekijit:

— muiden sellaisten tuotantopaikkojen laheisyys, joilla viljellain perunaa tai muita isintikasveja,
— siemenperunoiden yhteinen alkuperi.

Yksityiskohtaisiin saantoihin 5 artiklan 2 kohdan ensimmaisessi alakohdassa tarkoitetusta ilmoittamisesta on
kuuluttava:

— kaikkien saastuneiksi ilmoitettujen perunalihetysten tai -erien osalta direktiivin 77/93/ETY 7 tai 8 artiklassa

saddetyt todistukset, passin numero tai rekisterinumero, tapauksesta riippuen,

— lajikenimitys siemenperunavarastojen osalta, ja jos mahdollista, myos kaikissa muissa tapauksissa,
— ilmoitetun saastunnan tiedot ja rajoitetun alueen kuvaus,

— maininta mahdollisesti saatavilla olevasta uutteesta, immunofluoresenssikokeita varten valmistetuista

levyisti, saastuneesta munakoisondytteesta ja kokeesta, jolla organismin esiintyminen on varmistettu,
lahtoisin olevan organismin eristetysta viljelmasta.
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LIITE IV

Edelld 7 artiklan 1 kohdassa tarkoitetut virallisesti valvotut toimenpiteet 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan
mukaisesti saastuneiksi ilmoitettujen mukuloiden tai kasvien poistamiseksi ovat:

— teollinen kasittely toimittamalla suoraan ja vilittomisti sellaiselle kisittelylaitokselle, jolla on kiytettivissiin
asianmubkaiset jatteidenhavitystilat ja -laitteet, joista on todettu, etti minkiinlaista tunnistettavaa organismin
leviimisvaaraa ei ole, seka jirjestelma, jolla varastotilat ja laitoksesta lihtevit ajoneuvot voidaan desinfioida,

— muut toimenpiteet, joista ei todeta olevan tunnistettavaa organismin leviimisvaaraa; nimi toimenpiteet on
ilmoitettava komissiolle ja muille jasenvaltioille.

Jasenvaltioiden vastuussa olevien viranomaisten valvomaa asianmukaista 5 artiklan 1 kohdan b alakohdan
mukaisesti todennikoisesti saastuneina pidettyjen mukuloiden tai kasvien 7 artiklan 2 kohdassa tarkoitettua
kayttoa tai havittamista on:

— niiden kiyttd kulutukseen tarkoitettuina varastoperunoina, suoraan toimitukseen ja kiyttéon valmiissa
pakkauksissa, jotka etvit edellytd minkainlaista uudelleen pakkaamista ja jotka on tarkoitettu suoraan
toimitukseen ja kayttoon tai

— niiden kiytto teolliseen kasittelyyn tarkoitettuina varastoperunoina, jotka toimitetaan suoraan ja valittomisti
sellaiselle kisittelylaitokselle, jolla on kaytettavissaan asianmukaiset jitteidenhivitys- ja desinfioinutilat ja
-laitteet tai

— mika tahansa muu kidyuo tai havittiminen, joka ei aiheuta tunnistettavaa organismin leviimisvaaraa.

Asianmukaisten 7 artiklan 3 kohdassa tarkoitettujen kohteiden puhdistus- ja desinfiointimenetelmien on oltava
sellatsia, joiden ei ole todettu atheuttavan minkainlaista tunnistettavaa organismin leviimisvaaraa; niiti on
kiytettivi jasenvaltiotden vastuussa olevien viranomaisten valvonnassa.

Jasenvaltioiden 5 artiklan 1 kohdan ¢ alakohdan mukaisesti toteamalla rajoitetulla alueella toteuttamiin ja 7
artiklan 4 kohdassa tarkoitettuihin toimenpiteisiin on kuuluttava seuraavat toimenpiteet:

4.1 saastuneiksi 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisesti ilmoitetuilla tuotantopaikoilla:

a) saastunecksi 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisesti ilmoitetulla pellolla:
i) — ilmoitettua saastuntaa seuraavien vahintiin kolmen markkinointivuoden aikana:

— toteutetaan toimenpiteita itsestadn leviavien perunakasvien ja muiden itsestiin kylviytyvien
organismin isintikasvien havittaimiseksi,

— yhtikdin perunan mukulaa, kasvia tai siementi, muuta itsestiin kylviytyvii organismin
isintdkasvia etka viljelysta, josta aitheutuu tunnistettavaa organismin sailymis- tai levidmisvaaraa, ei
istuteta eika kylvetd kunnes on todettu vihintdin kahden perattiisen markkinointivuoden aikana,
ettd pellolla ei ole itsestaan levinneita perunakasveja,

— edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettua kautta seuraavan ensimmiisen perunoiden korjuukauden
aikana virallisesti varmennettuja siemenperunoita istutetaan ainoastaan varastoperunoiden tuot-
tamiseksi ja virallisia tutkimuksia suoritetaan 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti,

— edeltivissi luetelmakohdassa tarkoitettua kautta seuraavan perunoiden korjuukauden aikana ja
sopivan viljelykierron jilkeen virallisesti varmennettuja siemenperunoita istutetaan siemenen tai
varastoperunan tuottamiseksi ja virallisia tutkimuksia suoritetaan 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti, tai

i) — ilmoitetrua saastuntaa seuraavien neljin markkinointivuoden aikana:

— toteutetaan toimenpiteitd itsestdan leviavien perunakasvien ja muiden itsestain kylviytyvien
organismin isintakasvien havittimiseksi ja

— pelto jitetidn joko avokesannolle, jota pidetiin ylla, tai pysyviksi laitumeksi, jolloin siti joko
niitetiin usein ja matalaan tai laidunnetaan intensiivisesti,

— edeltivissi luetelmakohdassa tarkoitettua kautta seuraavan ensimmaisen perunoiden korjuukauden
aikana virallisest: varmennettuja siemenperunoita istutetaan siemenen tal varastoperunan tuot-
tamiseksi ja virallisia tutkimuksia suoritetaan 2 artiklan 1 kohdan mukaisests;
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b)

d)

muilla pelloilla:
— todettua saastuntaa seuraavan markkinointivuoden aikana:

— yhtdin perunan mukulaa, kasvia tai siementa tai muuta itsestdan kylviytyvad organismin isintikasvia
el istuteta tai kylvetd ja tarvittaessa toteutetaan toimenpiteita itsestain kylviaytyvien kasvien hivit-
tamiseksi, tai

— istutetaan virallisesti varmennettuja siemenperunoita ainoastaan varastoperunan tuottamiseksi, jos
toimivaltaisilla viranomaisilla on varmuus siiti, ettd itsestain levinneistd perunakasveista ja muista
itsestaan kylvaytyvistd organismin isantikasveista ei ole vaaraa,

— edellisessi luetelmakohdassa tarkoitettua kautta seuraavien vihintian kahden markkinointivuoden
aikana istutetaan ainoastaan virallisesti varmennettuja siemenperunoita siemenen tal varastoperunan
tuottamiseksi,

— edellisissi kohdissa tarkoitettujen kunkin markkinointivuoden aikana toteutetaan toimenpiteita itsestiin
levinneiden perunakasvien ja itsestdan kylvdytyvien organismin isantakasvien havittamiseksi ja virallisia
tutkimuksia suoritetaan 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti,

— kun virallisesti varmennettua siemenperunaa istutetaan varastoperunan tuottamiseksi todettua saastuntaa
seuraavan markkinointivuoden atkana, kasvustot tarkastetaan sopivina ajankohtina ja itsestiin
kylviytyneet kasvit testataan organismin esiintymisen selvittamiseksi;

valittomasti 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisen saastunnan toteamisen jilkeen ja kaikkien seuraavien
markkinointivuosien aikana ensimmiiseen a kohdassa esitettyjen yksityiskohtaisten siintdjen mukaisesti
hyviksyttyyn perunan viljelykauteen asti ja kyseinen kausi mukaan lukien saastuneiksi todetuilla pelloilla
kaikki aineisto ja tuotantopaikan varastotilat, jotka ovat yhteydessa perunan tuotantoon, puhdistetaan ja
desinfioidaan tarvittaessa sopivin menetelmin 3 kohdan mukaisesti;

niissi tuotantojirjestelmissa, joissa kasvualustan vaihtaminen kokonaan on mahdollista:

— mukuloita, kasveja tai siemenid saa istuttaa tai kylvii ainoastaan, jos tuotantoyksikké on virallisessa
valvonnassa olevien sellaisten toimenpiteiden alainen, joiden tarkoituksena on organismin ja kaikkien
perunoiden tai muiden koisokasvien heimoon kuuluvien kasvien hivittaminen, mukaan lukien vihintiin
kasvualustan vaihtaminen kokonaan sekd tuotantoyksikon ja kaikkien valineiden puhdistus ja
desinfiointi, ja jos vastuussa olevat viranomaiset ovat timin seurauksena hyviksyneet sen perunan
tuotantoon,

— perunoita tuotetaan virallisesti varmennetuista siemenperunoista tai testatuista lahteistd lahtoisin olevista
minimukuloista tai mikrokasveista.

4.2 Rajoittamatta 4.1 kohdassa lueteltujen toimenpiteiden soveltamista, jisenvaltioiden on rajoitetun alueen sisilla:

a)

b)

todetun saastunnan jalkeen ja vahintaan kolmen kasvukauden ajan viipymatti:

— maarittivi vastuussa olevat viranomaiset valvomaan tiloja, joissa harjoitetaan perunan mukuloiden
viljelya, varastointia tai kasittelya, seka niiden yritysten tiloja, jotka kayttivat perunantuotannossa
laitteita sopimuksen perusteella,

— vaadittava tarvittaessa niiden tilojen vilineiden ja varastojen puhdistusta ja desinfiointia 3 kohdassa
tarkoitetuilla asianmukaisilla menetelmilla,

— vaadittava, ettd ainoastaan varmennettua siementi istutetaan kyseisen alueen kaikilla viljelmilli,

—- vaadittava, ettd kaikissa alueen yrityksissd siemenperuna ja varastoperuna kasitelldin erillaan,

— toteutettava viralliset tutkimukset 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti;

laadittava tarvittaessa ohjelma kaikkien siemenperunavarastojen korvaamiseksi sopivan ajanjakson kuluessa.

Edella olevan 4.2 kohdan mukaisesti toteutetut toimenpiteet seka tuottajien, rajoitetulla alueella sijaitsevien
yhteisvarastojen ja lihetyskeskusten rekisterinumerot on ilmoitettava vuosittain muille jasenvaltioille ja
komissiolle.




