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(Sddddokset, jotka on julkaistava)

KOMISSION DIREKTIIVI 2006/56/EY,

annettu 12 piivini kesikuuta 2006,

perunan vaalean rengasmidin torjunnasta annetun neuvoston direktiivin 93/85/ETY liitteiden
muuttamisesta

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteisén perustamissopimuksen,

ottaa huomioon perunan vaalean rengasmadin torjunnasta 4 pai-
vind lokakuuta 1993 annetun neuvoston direktiivin 93/85/ETY (1)
ja erityisesti sen 12 artiklan,

sekd katsoo seuraavaa:

(1) Yksi perunan kannalta tirkeistd haitallisista organismeista
on Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedo-
nicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., perunan vaa-
lean rengasmidin aiheuttaja, jiljempini "kasvintuhooja”.

(2)  Tatd kasvintuhoojaa esiintyy edelleen joillakin alueilla
yhteisossa.

(3)  Neuvoston direktiivissi 93/85/ETY vahvistetaan yksityis-
kohtaiset toimenpiteet, joita jasenvaltioissa on toteutettava
timdn kasvintuhoojan paikallistamiseksi ja sen levinnei-
syyden maddrittimiseksi, sen esiintymisen ja levidmisen
estamiseksi, ja jos tuhoojaa 16ydetddn, sen levidmisen esta-
miseksi ja torjumiseksi tarkoituksena havittdd se.

(4)  Tdmain kasvintuhoojan biologian ja toteamis- ja tunnista-
mismenettelyjen tuntemus on huomattavasti lisddntynyt
direktiivin antamisen jilkeen. Lisdksi kasvintuhoojan
torjunnasta saatu kdytinnon kokemus vaatii useiden
torjuntatoimenpiteisiin liittyvien teknisten sddnndsten
tarkistamista.

(5)  Tallaisen kehityksen seurauksena néyttdisi olevan valtti-
mitonti tarkistaa ja pdivittad direktiivin 93/85/ETY liittei-
siin sisiltyvit toimenpiteet.

(') EYVLL 259, 18.10.1993, s. 2.

(6)  Toteamis- ja tunnistamismenettelyjen osalta direktiiviin
lisatddn vastikddan kehitetyt menettelyt, kuten FISH-
menetelmd (in situ -hybridisaatiomenetelmd, jossa tulok-
set saatetaan nakyviksi fluoresenssilla) ja PCR-menetelma
(polymeraasiketjureaktio), ~samoin kuin  nykyisten
toteamis- ja tunnistamismenettelyjen lukuisiin eri tekni-
siin elementteihin tehdyt parannukset.

(7)  Torjuntatoimenpiteiden teknisid elementtejd on paran-
nettu seuraavilta osin: testindytteiden sdilyttamistapa kas-
vintuhoojan jéljittimisen varmistamiseksi, todennikoisen
saastunnan laajuuden médrittdmiseksi tarvittavat elemen-
tit, kasvintuhoojan varmistetun esiintymisen ja saastuneen
alueen ilmoittamista koskevat tiedot sekd saastuneiksi
ilmoitetuilla tuotantopaikoilla ja rajoitetuilla alueilla toteu-
tettavat toimenpiteet.

(8)  Tassd direktiivissd sdddetyt toimenpiteet ovat pysyvén kas-
vinsuojelukomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Korvataan direktiivin 93/85/ETY liitteet tdimédn direktiivin liit-
teessi olevilla vastaavilla teksteilld.

2 artikla

1. Jasenvaltioiden on annettava ja julkaistava timédn direktii-
vin noudattamisen edellyttimat lait, asetukset ja hallinnolliset
médrdykset viimeistddn 31 paivind maaliskuuta 2007. Niiden on
toimitettava komissiolle kirjallisina ndmd sddnnokset sekd kysei-
sid sadnnoksid ja titd direktiivid koskeva vastaavuustaulukko
viipymatta.

Jasenvaltioiden on sovellettava nditd sdddoksid 1 pdivastd huhti-
kuuta 2007.

Naissa jasenvaltioiden antamissa sdddoksissd on viitattava tdhdn
direktiiviin tai niihin on liitettdvi tillainen viittaus, kun ne viral-
lisesti julkaistaan. Jasenvaltioiden on sdddettivi siitd, miten viit-
taukset tehdddn.
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2. Jdsenvaltioiden on toimitettava tdssd direktiivissd tarkoite-
tuista kysymyksistd antamansa keskeiset kansalliset sadnnokset
kirjallisina komissiolle viipymatta.

3 artikla

Tama direktiivi tulee voimaan kolmantena piivana sen jilkeen,
kun se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.

4 artikla

Tama direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 12 pdivani kesikuuta 2006.

Komission puolesta
Markos KYPRIANOU
Komission jdsen
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LITE 1

TUTKIMUSMENETELMA PERUNAN VAALEAA RENGASMATAA AIHEUTTAVAN CLAVIBACTER
MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. ssp. SEPEDONICUS (spieckermann et Kotthoff) Davis et al.
-BAKTEERIN DIAGNOSOIMISEKSI, TOTEAMISEKSI JA TUNNISTAMISEKSI

TUTKIMUSMENETELMAN SOVELTAMISALA
Esitetty menetelmd kuvaa eri menettelyjd, jotka koskevat
i)  vaalean rengasmidin diagnosoimista perunan mukuloista ja kasveista;
ii)  Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus -kasvintuhoojan toteamista perunan mukuloista ja kasveista otetuista ndytteistd;

iii) ~ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus) -kasvintuhoojan tunnistamista.

YLEISET PERIAATTEET

Lisdyksissa esitetddn optimaaliset testausprotokollat eri menetelmien ja validoitujen reagenssien osalta sekd testi- ja kont-
rollimateriaalien valmistusta koskevat tiedot. Lisdyksessd 1 annetaan niiden laboratorioiden luettelo, jotka olivat mukana
testausprotokollien optimoinnissa ja validoinnissa.

Koska testausprotokollat liittyvit karanteenin alaisten organismien toteamiseen ja niissd kiytetddn C. m. subsp. sepedonicus
-kasvintuhoojan elinkykyisid viljelmid kontrollimateriaaleina, menettelyt on ehdottomasti toteutettava sopivissa karantee-
nioloissa siten, ettd kdytossd on riittavat jatteidenhavitystilat ja -laitteet ja toiminta tapahtuu kasvikaranteenista vastaavien
viranomaisten myontiméan asianmukaisen luvan mukaisissa olosuhteissa.

Testausparametreilla on varmistettava C. m. subsp. sepedonicus -kasvintuhoojan mairien johdonmukainen ja toistettavissa
oleva toteaminen valittuja menetelmid varten asetetuilla kynnysarvoilla.

Positiivisten kontrollindytteiden huolellinen valmistaminen on ehdottoman tarkeaa.

Testauksen tekeminen vaadituilla kynnysarvoilla edellyttdd myos laitteiden asianmukaisia asetuksia sekd niiden asianmu-
kaista huoltoa ja vakaamista, reagenssien huolellista kasittelyd ja sdilyttamistd sekd kaikkien sellaisten toimenpiteiden toteut-
tamista, joilla ehkdistddn naytteiden vilinen kontaminaatio, esim. positiivisten kontrollien pitiminen erillddn testindytteista.
Laadunvalvontastandardeja on sovellettava hallinnollisten ja muiden virheiden valttamiseksi, erityisesti pakkausmerkinto-
jen ja dokumentaation osalta.

Direktiivin 93/85/ETY 4 artiklan 2 kohdassa tarkoitettu epdilty esiintyminen tarkoittaa positiivista tulosta néytteelle teh-
dyissd diagnostisissa tai seulontatesteissd, jotka esitetddn vuokaaviossa.

Jos ensimmiisestd seulontatestistd (IF- tai PCR/FISH-testi) saadaan positiivinen tulos, niytteen epdilldin olevan bakteerin
saastuttama ja sille on tehtdva toinen seulontatesti. Jos toisesta seulontatestistd saadaan positiivinen tulos, epdilys varmis-
tuu (epiilty esiintyminen) ja tutkimusmenetelmin mukaista testausta on jatkettava. Jos toisesta seulontatestistd saadaan
negatiivinen tulos, ndytteen katsotaan olevan puhdas.

Nain ollen 4 artiklan 2 kohdassa tarkoitettu positiivinen reaktio IF-testissd maaritellddn positiiviseksi tulokseksi IF-testissd,
joka varmistetaan toisella seulontatestilld (PCR/FISH-testi).

Direktiivin 93/85/ETY 5 artiklan 1 kohdassa tarkoitettu varmistettu esiintyminen tarkoittaa puhtaan C. m. subsp. sepedoni-
cus -viljelmédn eristdmistd ja tunnistamista siten, ettd sen patogeenisyys on varmistettu.

1. VUOKAAVIOESITYS

1.1 Toteamismenetelmi perunan vaalean rengasmidin diagnosoimiseksi perunoiden mukuloista ja kasveista,
joissa on vaalean rengasmidin oireita

Testimenetelmé on tarkoitettu perunan mukuloille ja kasveille, joiden oireet ovat tyypillisid vaalealle rengasma-
dille tai antavat aihetta epdilld tdtd tautia. Sithen kuuluu nopea seulontatesti, taudinaiheuttajan eristiminen infek-
toituneesta johtosolukosta diagnostiseen elatusaineeseen ja, jos tulos on positiivinen, viljelmén tunnistaminen C.m.
subsp. sepedonicus -kasvintuhoojaksi.
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Perunan mukulat tai kasvit, joiden oireet antavat aihetta epailla
vaaleaa rengasmataa ()

<>—[ NOPEAT DIAGNOSTISET TESTIT (2) )

( ERISTYSTESTI (°) )

( Pesékkeet, joiden morfologia on tyypillinen (*) )

C.m. subsp. sepedonicus

< El (%) -kasvintuhoojaa ei ole todettu
Naytteessi ei ole

C.m. subsp. sepedonicus -tartuntaa

KYLLA

[ Puhdistetaan jatkoviljelylla )

( TUNNISTAMISTESTIT (°) )—<>—( PATOGEENISYYSTESTI (") )

Molemmat testit varmistavat puhtaan viljelméan
C.m. subsp. sepedonicus -viljelmaksi

Naytteessa ei ole
C.m. subsp. sepedonicus -tartuntaa

Naytteessa on
C.m. subsp. sepedonicus -tartunta

" Oireiden kuvaus esitetdén 2 jaksossa.

(3  Tarkoituksenmukaiset testit ovat:

— IF-testi (4 jakso),

— PCR-testi (6 jakso),

— FISH-testi (5 jakso).
(®)  Vaikka taudinaiheuttajan eristaminen tyypillisten oireiden perusteella laimennussarjalla on yksinkertaista, viliely voi epdonnistua, jos
tartunta on edennyt pitkélle. Taudin saastuttamissa solukoissa elévat saprofyyttiset bakteerit voivat ohittaa kasvussa taudinaiheuttajan
tai estda taudinaiheuttajan kasvua eristysalustalla. Taman vuoksi on suositeltavaa kayttaa seka ei-valikoivaa ettad valikoivaa alustaa,
mieluiten MTNA-alustaa (8 jakso) tai biologista maaritysta (7 jakso).
Tyypillinen pesékemorfologia esitetédan 8 jaksossa.

—_ o~
a 8
~ ~

Jos eristystestin tulos on negatiivinen, mutta taudin oireet tyypilliset, eristdminen on toistettava.

® C.m. subsp. sepedonicus -kasvintuhoojan puhtaan viljelman tunnistaminen luotettavasti onnistuu kayttamalla 9 jaksossa lueteltuja
testeja.
@) Patogeenisyystesti kuvataan 10 jaksossa.
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1.2 Menetelmi Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi
oireettomista mukulaniytteisti

Periaate

Menettely on tarkoitettu piilevien tartuntojen toteamiseen perunan mukuloissa. Jos erilaisiin biologisiin periaattei-
siin perustuvista vihintddn kahdesta seulontakokeesta saadaan positiivinen tutkimustulos, sitd tdydennetéin eris-
timilld taudinaiheuttaja. Jos eristyskokeen tuloksena saadaan tyypillisid pesakkeité, vuorossa on puhtaan viljelman
varmistaminen C. m. subsp. sepedonicus -kasvintuhoojaksi. Positiivinen tulos ainoastaan yhdestd seulontatestistd ei
riitd pitdmaan ndytettd epdilyttavana.

Seulonta- ja eristystestien on mahdollistettava toteamisrajaksi 10°~10* solua uudelleen suspendoidun sakan yhti
millilitraa kohden; sakka sisiltyy positiivisena kontrollina kuhunkin testisarjaan.
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( Nayte-era perunan mukuloita (') )
I
( Taudinaiheuttajan uuttaminen ja konsentrointi (2) )
I
SEULONTATESTIT (%)
IF-testi (*)/PCR-testi (°)/FISH-testi (°)

( Ensimmainen seulontatesti (°) )

C. m. subsp. sepedonicus
-kasvintuhoojaa ei ole todettu
Naytteessa ei ole
C.m. subsp. sepedonicus -tartuntaa

C. m. subsp. sepedonicus
-kasvintuhoojaa ei ole todettu
Naytteessa ei ole
C.m. subsp. sepedonicus -tartuntaa

(Selektiivinen eristiminen (7) ja biologinen maaritys (8))
I

[ Pesikkeet, joiden morfologia on tyypillinen (°) )

C.m. subsp. sepedonicus
-kasvintuhoojaa ei ole todettu
Naytteessa ei ole
C.m. subsp. sepedonicus -tartuntaa

KYLLA

( Puhdistetaan jatkoviljelylla )

( TUNNISTAMISTESTIT (™) )—%>—( PATOGEENISYYSTESTI ('?) ]

Molemmat testit varmistavat puhtaan viljelmén
C. m. subsp. sepedonicus -viljelmaksi

Naytteessa ei ole
C. m. subsp. sepedonicus -tartuntaa

Naytteessa on
C. m. subsp. sepedonicus -tartunta
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" Standardi ndytekoko on 200 mukulaa. Menetelma soveltuu kaytettavaksi myos alle 200 mukulan naytteille, jos 200:aa mukulaa ei ole
kaytettavissa.

(3  Taudinaiheuttajan uuttamis- ja konsentrointimenetelmét kuvataan 3.1 jaksossa.

(®)  Jos vahintaan kahdesta erilaisiin biologisiin periaatteisiin pohjautuvasta testistd saadaan positiivinen tulos, eristdminen ja varmistaminen
on tehtéva. Tehddan vahintdan yksi seulontatesti. Jos tésta testistd saadaan negatiivinen tulos, naytetta pidetdan negatiivisena. Jos
testitulos on positiivinen, on tehtava toinen tai useampia seulontatesteja eri biologisten periaatteiden pohjalta, jotta ensimmainen
positiivinen tulos voidaan vahvistaa. Jos toisesta testista tai muista testeistéd saadaan negatiivinen tulos, naytetta pidetaan negatiivisena.
Talléin ei tarvita lisatesteja.

(*y  Immunofluoresenssi (IF) -testi.

IF-seulonnassa on aina kaytettéva polyklonaalisia vasta-aineita; liséksi kaytettavat monoklonaaliset vasta-aineet voivat lisata spesifisyytta
(ks. 4 jakso).
(®)  PCR-testi.
Kaytettava asianmukaisesti validoituja PCR-reagensseja ja -testausprotokollia (ks. 6 jakso).
(®)  Fish-testi.
Kaytettava validoituja reagensseja ja testausprotokollia (ks. 5 jakso).

(")  Selektiivinen eristaminen.

Kun kaytetdan MTNA-alustaa tai NCP-88-alustaa ja kun uudelleen suspendoitu sakka on laimennettu suhteessa 1:100, tdma menetelma
soveltuu monissa tapauksissa C. m. subsp. sepedonicus -taudinaiheuttajan suoraan eristdmiseen. Tyypillisid pesékkeitéd voidaan saada
3-10 péivaa uuden vilielman aloittamisen jalkeen. Taudinaiheuttaja voidaan sitten puhdistaa ja tunnistaa. Jotta testistd saataisiin
taysi hyoty, testissa kaytettdvat mukuloiden napapaét on kasiteltdva huolellisesti, jotta voidaan eliminoida toissijaiset bakteerit, jotka
ovat alustalla C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin kilpailijoita ja voivat estda taudinaiheuttajan kehittymisen. Jos tdmé& maljaustesti
epédonnistuu, eristaminen on tehtéva biologiseen maaritykseen kaytettavista kasveista (ks. 8 jakso).

(®)  Biologista maaritysmenetelméaé kaytetaan C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin eristdmiseen perunan sakkauutteesta kéyttéen valikoivaa
rikastusta munakoisoissa (Solanum melongena). Testi edellyttdd optimaalisia menetelméssa tarkennettuja inkubointiolosuhteita.
Bakteerit, jotka inhiboivat C. m. subsp. sepedonicus -bakteeria MTNA- tai NCP-88-alustalla, eivét todennékdisesti hairitse tata testia
(ks. 7 jakso).

(®)  Tyypillinen pesdkemorfologia on kuvattu 8 jaksossa.

(") Viljelytestit tai biologiset méaéritykset saattavat epdonnistua, jos saprofyyttiset bakteerit kilpailevat taudinaiheuttajan kanssa tai estévat
sen kasvun. Jos seulontatesteistd saadaan positiiviset mutta eristystesteista negatiiviset tulokset, toistetaan eristystestit samasta sakasta
tai otetaan lisdéa johtosolukkoa samaan naytteeseen kuuluvien halkaistujen mukuloiden napap&aén laheltéd ja testataan tarvittaessa
lisdnaytteita.

(")  Oletetun C. m. subsp. sepedonicus -kasvintuhoojan puhtaan viljelmén tunnistaminen luotettavasti onnistuu kayttamalla 9 jaksossa
kuvattuja testeja.

('?)  Patogeenisyystesti kuvataan 10 jaksossa.
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1.3 Menetelmi Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi
oireettomista kasviniytteistd

[ Nayte-era perunan varren palasia () )
( Taudinaiheuttajan uuttaminen ja konsentrointi (%) )
SEULONTATESTIT (%)

Selektiivinen eristaminen (*)/ IF-testi (°)/ PCR-testi (6)/ FISH-testi )
valinnainen lisétesti: biologinen maaritys (¢

Pes_al_<keet,410|d_e n"m(_)rfolqg;la on Kaikki testitulokset negatiivisia
tyypillinen (*) eristdmisen jalkeen
C. m. subsp. sepedonicus
< EI () -kasvintuhoojaa ei ole todettu
®) x s s
Naytteessa ei ole
C. m. subsp. sepedonicus -tartuntaa

( Puhdistetaan jatkoviljelylla )

( TUNNISTAMISTESTIT (') PATOGEENISYYSTESTI (") )

Molemmat testit varmistavat
puhtaan viljelmén
C. m. subsp. sepedonicus
—viljelméksi

Naytteessa ei ole
C. m. subsp. sepedonicus -tartuntaa

Naytteessa on
C. m. subsp. sepedonicus -tartunta
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(") Ks. jaksosta 3.2 suositellut ndytekoot.

(3)  Taudinaiheuttajan uuttamis- ja konsentrointimenetelmét kuvataan 3.2 jaksossa.

(®)  Jos vahintaan kahdesta erilaisiin biologisiin periaatteisiin pohjautuvasta testisti saadaan positiivinen tulos, eristdminen ja varmistaminen

on tehtava.
Tehdaan vahintdan yksi seulontatesti. Jos tasta testistd saadaan negatiivinen tulos, naytettad pidetédan negatiivisena. Jos testitulos on
positiivinen, on tehtéva toinen tai useampia seulontatesteja eri biologisten periaatteiden pohjalta, jotta ensimmainen positiivinen tulos
voidaan vahvistaa. Jos toisesta testista tai muista testeistd saadaan negatiivinen tulos, naytetté pidetaan negatiivisena. Tallgin ei tarvita
lisatesteja.

(*y  Selektiivinen eristdminen ja tyypillinen pesdkemorfologia kuvataan 8 jaksossa.

(®)  IF-testi kuvataan 4 jaksossa.

(®)  PCR-testit kuvataan 6 jaksossa.

(")  FISH-testi kuvataan 5 jaksossa.

(®)  Biologinen maaritys kuvataan 7 jaksossa.

(®) Viljelytestit tai biologiset méaéritykset saattavat epdonnistua, jos saprofyyttiset bakteerit kilpailevat taudinaiheuttajan kanssa tai estévat
sen kasvun. Jos seulontatesteistd saadaan positiiviset mutta eristystesteista negatiiviset tulokset, eristystestit toistetaan ja tarvittaessa
testataan lisanaytteita.

("%  Oletetun C. m. subsp. sepedonicus -kasvintuhoojan puhtaan viljelmén tunnistaminen luotettavasti onnistuu kéyttamalla 9 jaksossa
kuvattuja testeja.

(")  Patogeenisyystesti kuvataan 10 jaksossa.
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2.1

2.2

3.1

SILMAMAARAINEN PERUNAN VAALEAN RENGASMADAN OIREIDEN TARKASTELU

Perunakasvit

Euroopan ilmasto-oloissa oireet eivit yleensd niy pellossa ja, jos niitd nikyy, timi tapahtuu usein vasta kasvu-
kauden lopulla. Lisiksi toiset taudit, vanheneminen tai mekaaniset vauriot peittdvit usein oireet tai oireet voi-
daan sckoittaa niihin. Oireet saattavat siten helposti jiddd huomaamatta pellolla tehtivissd tarkastuksissa.
Lakastumisoireet poikkeavat suuresti tumman rengasmadin aiheuttamista oireista; lakastuminen on yleensi
hidasta ja rajoittuu aluksi lehtien reunoihin. Tartunnan saaneet nuoret lehdet jatkavat usein kasvuaan, vaikka-
kin kasvu on hitaampaa tartunnan saaneilla alueilla. Seurauksena on oudonmuotoisia lehtia. Jos varren johto-
solukko tukkeutuu, lehtisuonten vilinen alue lehdessi muuttuu usein kellertiviksi tai oranssiksi. Tartunnan
saaneet lehdykat, lehdet ja jopa varret saattavat kuolla. Usein seurauksena on vain lehtien ja mukuloiden koon
pienentyminen. Toisinaan kasvista tulee kitukasvuinen. Varikuvia erilaisista oireista 1oytyy seuraavilta www-
sivuilta: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

Perunan mukulat

Ensimmdiset oireet ovat erityisesti napapdan lahelld olevan solukon lievd lasimaisuus tai lapikuultavuus ilman ettd
suoniston ympirys olisi pehmennyt. Napapddssi oleva johtosolukkorengas voi olla variltddn hieman tavanomaista
tummempi. Ensimmdiset oireet, jotka voidaan selvasti tunnistaa, ovat johtosolukkorenkaan kellertava viri ja se,
ettd mukulaa kevyesti painettaessa suonista tulee ulos juustomaista ainetta. Tama tihkuva erite sisdltdd miljoonia
bakteereita. Johtosolukko voi tummua, ja mukuloiden oireet ovat tissi vaiheessa samanlaiset kuin tummaa ren-
gasmitdd aiheuttavan Ralstonia solanacearum -bakteerin aiheuttamat oireet. Ensi vaiheessa niiden oireiden esiinty-
minen voi rajoittua ainoastaan osaan rengasta, eikd vélttdimattd ldhimpdna napapidtd olevaan osaan, ennen kuin
ne levidvit asteittain koko renkaaseen. Saastunnan levidmisen my6téd suonisolukot tuhoutuvat. Ulkokuori voi erot-
tua sisikuoresta. Saastunnan myohemmissd vaiheissa mukulan pintaan ilmestyy reunoiltaan usein punaisenrus-
keita halkeamia. Euroopassa on vastikddn esiintynyt useita tapauksia, joissa kuoren keskiosa mitinee samaan
aikaan kuin johtosolukkorengas, mistd aiheutuu sekundiirinen invaasio, joka johtaa sisuksen muuttumiseen
ontoksi ja nekroosiin. Jonkin toisen taudinaiheuttajan, sienen tai bakteerin, aiheuttama samanaikainen saastunta
voi peittdd oireet, jolloin voi olla vaikeaa, jollei mahdotonta, erottaa perunan vaalean rengasmédin my6hempii
oireita muista perunan pilaajista. Epdtyypilliset oireet ovat mahdollisia. Virikuvia erilaisista oireista 16ytyy seuraa-
vilta www-sivuilta: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

NAYTTEIDEN VALMISTAMINEN

Perunan mukulat

Huom.

—  Standardindytekoko on 200 mukulaa testid kohden. Laajempi ndytteenotto edellyttdd useampia testejd timinkokoisille ndyt-
teille. Jos ndytteessd on enemman kuin 200 mukulaa, tulokset saattavat jaddd saamatta tai niitd on vaikea tulkita. Menettelya
voidaan kuitenkin hyvin kdyttdd alle 200 mukulan néytteisiin, jos 200:aa mukulaa ei ole kaytettavissa.

—  Kaikkien jiljempédnd kuvattujen toteamismenetelmien validointi perustuu 200 mukulan suuruisen niytteen testaamiseen.

—  Jiljempdnd kuvattua perunauutetta voidaan kdyttdd myos perunan tummaa rengasmatid aiheuttavan Ralstonia solanacearum
-bakteerin toteamiseen.

Naytteiden valmistamista edeltdva vapaavalintainen esikasittely:

Pestddn mukulat. Kunkin ndytteen jilkeen kdytetddn tarkoituksenmukaisia desinfiointiaineita (tehtdessd PCR-testi
on kaytettdva klooriyhdisteitd mahdollisen patogeenisen DNA:n poistamiseksi) ja puhdistusaineita. lmakuivataan
mukulat. Pesumenettelystd on erityistd hyotyd (vaikkakaan sitd ei vaadita), jos naytteissd on paljon ylimddrdistd
multaa ja jos PCR-testi tai suora eristysmenettely toteutetaan.

Poistetaan puhtaalla ja desinfioidulla leikkausveitselld tai vihannesveitselld kuori mukulan napapdistd siten, ettd
johtosolukko tulee nakyviin. Leikataan varovasti pieni kartionmuotoinen kappale johtosolukosta kunkin mukulan
napapdistd ja yritetddn pitdd muun solukon kuin johtosolukon osuus mahdollisimman pienend (ks. www-sivusto
osoitteessa http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Huom.

Laitetaan sivuun jokainen mukula, jossa epdillddn olevan rengasmitid, ja testataan yksittdin.
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3.2

3.2.1

Jos napapdan irrottamisen aikana havaitaan rengasmédiksi epailtyjd oireita, mukula olisi tutkittava silmdmadrai-
sesti sen jalkeen, kun napapdin liheltd on lohkaistu pala. Lohkaistuja mukuloita, joissa on epdilyttivid oireita,
olisi korkkiutettava huoneenlimmossa 2 vuorokautta ja siilytettdva karanteenissa (4-10 °C:ssa), kunnes kaikki tes-
tit on saatu tehtyd. Kaikki mukulaniytteet (myos ne, joissa on epdilyttivid oireita) olisi sdilytettava liitteen II
mukaisesti.

Kerdtdan napapdakappaleet kdyttamattomiin kertakdyttoisiin sailytysastioihin, jotka voidaan sulkea ja/tai sinetoidd
(jos astioita kaytetddn uudelleen, ne olisi puhdistettava perusteellisesti ja desinfioitava klooriyhdisteilld). Kappaleet
olisi mieluiten kasiteltava viipymdttd. Jos timi ei ole mahdollista, niitd voidaan sailyttdd astiassa — lisadmattd pus-
kuriliuosta — jadhdytettyind enintddn 72 tunnin ajan tai huoneenlimmossd enintddn 24 tunnin ajan. Rengasmita-
bakteerin toteamista saattavat haitata kappaleiden kuivuminen ja korkkiutuminen sekd saprofyyttien kasvu
varastoinnin aikana.

Kasitellddn napapidkappaleet yhtd seuraavista menettelyistd noudattaen: joko

a)  peitetddn kappaleet riittavalld maardlld (noin 40 ml) uuttopuskuria (lisdys 3) ja sekoitetaan tasoravistimella
(50-100 rpm:n kierrosnopeudella) neljan tunnin ajan alle 24 °C:ssa tai 16-24 tunnin ajan jadhdytettying;

tai

b) homogenoidaan kappaleet riittavilld maarilla (noin 40 ml) uuttopuskuria (lisdys 3) joko sekoittimella (esim.
Waring tai Ultra Turrax) tai murskaamalla suljetussa kertakidyttoisessd pussissa (esim. luja Stomacher- tai
Bioreba-polyeteenipussi, jonka mitat ovat 150 mm x 250 mm, sateilysteriili) kdyttden kumivasaraa tai sopi-
vaa murskaamisvilinettd (esim. Homex).

Huom.

Naytteiden ristikontaminaation riski on suuri silloin, kun niytteet homogenoidaan sekoittimella. On ryhdyttivi varotoimiin rois-
kumisen tai liikkymisen vilttimiseksi uuttamisprosessin aikana. On varmistettava, ettd jokaista ndytettd varten kdytetddn vasta
steriloituja sekoittimen terid ja astioita. Jos aiotaan tehdd PCR-testi, on viltettdvi DNA:n siirtyminen astioihin tai murskaamislait-
teisiin. Tehtdessd PCR-testi on suositeltavaa murskata kappaleet kertakayttoisissd pusseissa ja kiyttdd kertakdyttoisid putkia.

Dekantoidaan supernatantti. Jos liuos on lifan sameaa, sitd kirkastetaan joko hitaasti sentrifugoiden (enintddn
180 x g kymmenen minuutin ajan 4-10 °C:n limpdotilassa) tai suodatetaan liuos (40-100 pm:n huokoskoon
vakuumisuodatusjirjestelmalld) ja pestddn suodatin vield uuttopuskurilla (10 ml) (lisdys 3).

Konsentroidaan bakteerifraktio sentrifugoimalla 7 000 x g 15 minuutin ajan (tai 10 000 x g 10 minuutin ajan)
4-10 °C:n lampétilassa ja poistetaan supernatantti sakkaa sekoittamatta.

Suspendoidaan sakka uudelleen 1,5 ml:aan sakkapuskuria (lisdys 3). Kdytetddn 500 pl C. m. subsp. sepedonicus
-bakteerin testaamiseksi, 500 pl Ralstonia solanacearum -bakteerin testaamiseksi ja 500 pl vertailutarkoituksiin. Lisi-
tddn steriilid glyserolia vertailuaineena kdytettavain ndytteeseen (500 pl) ja jaljelld olevaan testindytteeseen 10-25 %
(v[v) loppupitoisuuden saavuttamiseksi, sekoitetaan vorteksilla ja varastoidaan — 16 ja — 24 °C:n viliseen lampoti-
laan (viikoiksi) tai — 68 ja — 86 °C:n viliseen lampéatilaan (kuukausiksi). Siilytetddn testindytteet 4-10 °C:ssa testa-
uksen ajan.

Toistuva jdddytys ja sulatus ei ole suositeltavaa.
Jos uutetta joudutaan kuljettamaan, toimitus on tehtdva kylmalaukussa 24-48 tunnin kuluessa.

Kontaminaation vilttimiseksi on ehdottoman tirkead kisitella kaikki C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin positiivi-
set kontrollit ja ndytteet toisistaan erillidn. Timi koskee sekd immunofluoresenssitestid ettd kaikkia muitakin
testejd.

Perunakasvit

Huom.

Piilevien C. m. subsp. sepedonicus -kantojen toteamiseksi on suositeltavaa kiyttdd kokoomaniytteiti. Menettelyd voidaan vaivatta
kiyttdd jopa 200:n varresta otetun osan muodostamiin kokoomandytteisiin. (Jos tehdéin tutkimuksia, niiden olisi perustuttava
tilastollisesti edustavaan otokseen tutkittavana olevasta kasvipopulaatiosta.)

Poistetaan desinfioidulla leikkausveitselld tai desinfioiduilla oksasaksilla 1-2 cm:n palanen kunkin varren alaosasta
juuri maanpinnan ylapuolelta.
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Desinfioidaan varren osat pikaisesti 70 % etanolilla ja kuivataan vilittomasti kasvopaperiin taputtamalla.

Keritddn varren palaset suljettavaan steriiliin astiaan seuraavien naytteenottomenetelmien mukaisesti:

3.2.2  Kisitellddn varren palaset yhtd seuraavista menettelyistd noudattaen: joko

a)  peitetddn palaset riittavalli maardlld (noin 40 ml) uuttopuskuria (lisdys 3) ja sekoitetaan tasoravistimella
(50-100 rpmu:n kierrosnopeudella) neljan tunnin ajan alle 24 °C:ssa tai 16-24 tunnin ajan jddhdytettyini;

tai

b)  kisitellddn valittomésti murskaamalla palaset lujassa pussissa (esim. Stomacher tai Bioreba) siten, ettd siind
on sopiva mddrd uuttopuskuria (lisdys 3), kdyttden kumivasaraa tai sopivaa murskaamisvilinettd (esim.
Homex). Jos timi ei ole mahdollista, varastoidaan varren palaset jadhdytettyind enintddn 72 tunnin ajan tai
huoneenlimmdossd enintdén 24 tunnin ajan.

3.2.3  Dekantoidaan supernatantti, kun seos on saanut seistd 15 minuuttia.

3.2.4  Uutteen lisdkirkastaminen tai bakteerifraktion konsentrointi ei yleensd ole tarpeen mutta voidaan tehdd suodatta-
malla ja/tai sentrifugoimalla, kuten 3.1.4-3.1.6 kohdassa kuvataan.

3.2.5 Jaetaan laimentamaton tai konsentroitu ndyteuute kahteen yhtd suureen osaan. Pidetddn yhtd osaa 4-10 °C:n ldm-
potilassa testauksen ajan ja varastoidaan toinen puolisko 10-25 %:ssa (v[v) steriilissd glyserolissa — 16 ja — 24 °C:n
viliseen lampétilaan (viikoiksi) tai — 68 ja — 86 °C:n viliseen ldimpatilaan (kuukausiksi), mikali lisdtestaus on tarpeen.

4. IMMUNOFLUORESENSSITESTI (IF)

Periaate

[F-testin kdytto pddasiallisena seulontatestind on suositeltavaa, koska se on todistetusti riittdvin herkkd vaaditta-
vien kynnysarvojen saavuttamiseksi.

Kun IF-testid kdytetddn péddasiallisena seulontatestind ja IF-testin tulos on positiivinen, toisena seulontatestind on
tehtdvd PCR- tai FISH-testi. Jos IF-testid kdytetddn toisena seulontatestind ja IF-testin tulos on positiivinen, vuokaa-
vion mukainen lisdtestaus on tarpeen analyysin suorittamiseksi.

Huom.

Aina kun IF-testid kdytetddn padasiallisena seulontatestind, on kiytettdva polyklonaalista vasta-ainetta. Jos polyklonaalisella vasta-
aineella tehdysti IF-testistd saadaan positiivinen tulos, monoklonaalisella vasta-aineella tehtivi ndytteen lisiseulonta saattaa lisatd
testin spesifisyyttd mutta heikentdd herkkyytta.

Kiytetddn C. m. subsp. sepedonicus -vertailukannan vasta-aineita. On suositeltavaa madritté titteri kullekin uudelle vasta-aine-erille.
Titteri madritellddn korkeimmaksi laimennokseksi, jolla optimaalinen reaktio tapahtuu, kun testataan suspensiota, joka sisaltdd
C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin homologisesta kannasta saatuja soluja (10°-10°/ml), sopivalla fluoreseiini-
isotiosyanaattikonjugaatilla (FITC) valmistajan suositusten mukaisesti. Puhdistamattomien polyklonaalisten tai monoklonaalisten
vasta-aineiden IF-titterin olisi oltava vihintddn 1:2 000. Vasta-aineita olisi testeissid kéytettava ldhelld titterid olevassa tai titterin
suuruisessa tyoskentelylaimennoksessa (tai -laimennoksissa). Kdytetddn validoituja vasta-aineita (ks. www-sivusto osoitteessa
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Testi olisi tehtdvi vasta valmistetuista ndyteuutteista. Testi voidaan tarvittaessa tehdi uutteista, joita on sdilytetty — 68 ja — 86 °C:n
vilisessd lampéotilassa glyserolissa. Glyseroli voidaan poistaa néytteestd lisddmalld 1 ml sakkapuskuria (lisdys 4), sentrifugoimalla
uudelleen 15 minuutin ajan 7 000 x g ja suspendoimalla uudelleen yhtd suureen tilavuuteen sakkapuskuria. Tima ei ole useinkaan
valttdmatonta erityisesti, jos ndytteet kiinnitetdén objektilevyihin liekittimalld (ks. 2.2).

Valmistetaan erilliset positiiviset kontrollilevyt C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin homologisesta kannasta tai mistd
tahansa muusta vertailukannasta, joka on suspendoitu perunauutteeseen, kuten lisiyksessd 2 tismennetdn, tai vaih-
toehtoisesti puskuriliuokseen.

Luonnollisesti saastunutta solukkoa (jaddytyskuivaamalla tai pakastamalla — 16 ja — 24 °C:n vilisessd lampétilassa
sdilytettyd) olisi mahdollisuuksien mukaan kaytettdva vertailua varten samalla objektilevylla.
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Negatiivisina kontrolleina kdytetddn sellaisia ndyteuutteen médrdosia, jotka on aiemmin testattu negatiivisiksi.

Kaytetddn kuoppalevyjd, joissa on mieluiten 10 halkaisijaltaan vihintddn 6 mm:n syvennysta.

Testataan kontrollimateriaali samalla tavoin kuin ndyte (ndytteet).

4.1 Kisitellddn testilevyt yhdelld seuraavista menettelyisté:

i) Pelletit, joissa on suhteellisen vihidn tarkkelysta:

Pipetoidaan mitattu vakiomdird (15 pl on sopiva halkaisijaltaan 6 mm:n syvennykseen — lisitddn méddrad
samassa suhteessa suuremmille syvennyksille) suhteessa 1:100 laimennettua, uudelleen suspendoitua sakkaa
ensimmadiseen syvennykseen. Pipetoidaan samanlainen méird laimentamatonta sakkaa (1:1) rivin muihin
syvennyksiin. Jaljelld olevaa rivid voidaan kdyttdd toisintona tai toiselle naytteelle kuten kuvassa 1 on esitetty.

ii)  Muut pelletit:

Valmistetaan kymmenkertaisia laimennoksia (1:10 ja 1:100) uudelleen suspendoidusta sakasta sakkapusku-
riin. Pipetoidaan mitattu vakiomddra (15 pl on sopiva halkaisijaltaan 6 mm:n syvennykseen — lisitdan mai-
rdd samassa suhteessa suuremmille syvennyksille) uudelleen suspendoitua sakkaa ja kutakin laimennosta riville
syvennyksid. Jdljelld olevaa rivid voidaan kdyttda toisintona tai toiselle ndytteelle kuten kuvassa 2 on esitetty.

4.2 Annetaan pisaroiden kuivua huoneenlimméssi tai limmittdmalld 40—45 °C:n lampotilassa. Kiinnitetddn bakteeri-
solut objektilevylle joko kuumentamalla (15 minuuttia 60 °C:n lampétilassa), liekittdmalld tai 95 % etanolilla
tai vasta-aineiden toimittajien nimenomaisten ohjeiden mukaisesti.

Kiinnitettyjd objektilevyjd voidaan tarvittaessa sailyttdd jaddytettyind kuivatusainetta sisiltdvassd laatikossa mahdol-
lisimman lyhyen aikaa (enintddn 3 kuukautta) ennen lisitesteji.

4.3 IF-menettely:

i)  Testilevyn valmistaminen 4 kohdan 1 alakohdan i alakohdan mukaisesti:

Valmistetaan sarja kaksinkertaisia vasta-aineen laimennoksia IF-puskuriin. Ensimmadisen syvennyksen olisi
oltava 1/2 titterid (T/2), ja muiden 1/4 titterid (T/4), 1/2 titterid (T/2), titteri (T) ja titteri kaksinkertaisena (2T).

ii)  Testilevyn valmistaminen 4 kohdan 1 alakohdan ii alakohdan mukaisesti:

Valmistetaan tyoskentelylaimennos vasta-aineesta IF-puskuriin. Tyoskentelylaimennos vaikuttaa spesifisyyteen.

Kuva 1. Testilevyn valmistaminen 4 kohdan 1 alakohdan i alakohdan ja 4 kohdan 3 alakohdan i alakohdan
mukaisesti

Laimennokset uudelleen suspendoidusta sakasta

1:100 1:1 1:1 1:1 1:1 0  Uudelleen suspendoidun
sakan laimennos

(T = titteri) T2 T4 T2 T 2T [0 Antisecerumin/vasta-aineen
kaksinkertaiset
laimennokset

Niyte 1

Ndytteen 1 toisinto tai ndyte 2
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4.4

4.4.1

4.4.2

4.4.3

Kuva 2. Testilevyn valmistaminen 4 kohdan 1 alakohdan ii alakohdan ja 4 kohdan 3 alakohdan ii alakohdan
mukaisesti

Tyoskentelylaimennos antiseerumista/vasta-aineesta

1:1 1:10  1:100 Tyhja Tyhja [ Uudelleen suspendoidun
sakan kymmenkertainen
laimennos

Niyte 1

©0000.
.6 ’7 ‘8 ‘9 .10

Naytteen 1 toisinto tai ndyte 2

Jarjestetddn objektilevyt kostean paperin péille. Tdytetddn testisyvennykset kokonaisuudessaan vasta-aineen lai-
mennoksella tai laimennoksilla. Syvennyksiin lisittivin vasta-aineen tilavuuden on vastattava levitetyn uutteen
tilavuutta.

Seuraava menettely olisi toteutettava, jos vasta-aineiden toimittajilta ei ole saatu nimenomaisia ohjeita:
Objektilevyja inkuboidaan kannen alla kostean paperin paalld 30 minuutin ajan huoneenlimmossa (18-25 °C).

Ravistetaan pisarat pois kaikilta objektilevyiltd ja huuhdellaan levyt varovasti IF-puskurilla. Pestddn 5 minuutin
ajan [F-puskuri-Tweenilld (lisdys 3) ja sen jilkeen 5 minuutin ajan [F-puskurissa. Valtetddn roiskeita tai pisaroiden
kulkeutumista, joista saattaa olla seurauksena ristikontaminaatio. Poistetaan ylimddrdinen kosteus varovasti
paperipyyhkeelld.

Jarjestetddn objektilevyt kostean paperin péille. Tdytetddn testisyvennykset FITC-konjugaatin laimennoksella, jota
on kdytetty titterin maarittdmiseen. Syvennyksiin lisityn konjugaatin méddrdn on vastattava lisityn vasta-aineen
maarda.

Objektilevyja inkuboidaan kannen alla kostean paperin pailld 30 minuutin ajan huoneenlimméssi (18-25 °C).
Ravistetaan konjugaattipisarat pois levyltd. Huuhdellaan ja pestddn kuten edelld (4.3.3).
Poistetaan varovasti ylimddrdinen kosteus paperipyyhkeella.

Pipetoidaan 5-10 pl:d 0,1 M fosfaattipuskuroitua glyserolia (lisdys 3) tai vastaavaa kaupallisesti saatavilla olevaa
haalistumiselta suojaavaa peittausainetta kuhunkin syvennykseen ja asetetaan peitelasi.

[F-testin lukeminen:

Tutkitaan testilevyjd mikroskoopilla, joka on varustettu epifluoresoivalla valonldhteelld ja FITC:n eksitaatioon sopi-
villa suodattimilla 6ljy- tai vesi-immersio-objektiivin 500-1 000-kertaisella suurennoksella. Tarkastellaan objekti-
kenttdi laidasta laitaan pystysuoraan ja vaakasuoraan ja kiertimilld ulkoreunaa pitkin. Naytteistd, joissa ei ndy
yhtéédn tai vain hyvin vihén soluja, tarkastellaan vihintddn 40 mikroskooppikenttda.

Tutkitaan ensin positiiviset kontrollilevyt. Solujen on oltava kirkkaasti fluoresoivia ja taydellisesti virjdytyneitd maa-
ritellylld vasta-ainetitterilld tai tyoskentelylaimennoksella. [F-testi (4 jakso) on uusittava, jos varjaytyminen ei ole
tdydellista.

Tarkoituksena on 16ytdd kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen C. m. subsp. sepedonicus
-bakteerille (ks. www-sivusto osoitteessa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluoresenssin inten-
siteetin on vastattava vahintddn positiivisen kontrollikannan fluoresenssin intensiteettid samassa vasta-
ainelaimennoksessa. Sellaisia soluja, joiden varjaytyminen on epatdydellistd tai joiden fluoresenssi on heikko, ei oteta
huomioon.

Jos epiillddn kontaminaatiota, testi on toistettava. Ndin saattaa kdyda, jos kaikilla erdn objektilevyilld on positiivi-
sia soluja puskurin kontaminaation vuoksi tai jos positiivisia soluja 16ytyy (levyn syvennysten ulkopuolelta) levyn
pinnoitteelta.

Immunofluoresenssitestien spesifisyyteen liittyy useita ongelmia. Perunan napapaiden ja varren palasten sakassa
esiintyy todennikoisesti morfologisesti epatyypillisid fluoresoivien solujen ja C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin
kanssa kooltaan ja morfologialtaan samanlaisten ristiin reagoivien saprofyyttisten bakteerien populaatioita.
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4.4.4

4.4.5

5.1

Tarkastellaan ainoastaan fluoresoivia soluja, joilla on tyypillinen koko ja morfologia vasta-ainetitterissa tai
-tyoskentelylaimennoksessa, kuten 4.3 kohdassa kuvattiin.

[F-testin tulosten tulkinta:

i)  Jos ndytteestd 10ytyy kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen, tyypillisten solujen kes-
kimédrdinen lukumdari arvioidaan mikroskooppikenttdd kohden ja lasketaan ndiden solujen lukumaari uudel-
leen suspendoidun sakan millilitraa kohden (lisdys 4).

IF-testin tulos on positiivinen, jos néytteissd on vihintddn 5x10° tyypillistd solua uudelleen suspendoidun
sakan millilitraa kohden. Naytettd pidetddn mahdollisesti saastuneena, ja lisdtestaus on tarpeen.

i) IF-testin tulos on negatiivinen, jos ndytteissd on vihemmin kuin 5x10° solua uudelleen suspendoidun sakan
millilitraa kohden, ja ndytettd pidetddn negatiivisena. Lisdtestausta ei vaadita.

FISH-TESTI

Periaate

Kun FISH-testid kdytetddn ensimmaisend seulontatestind ja siitd saadaan positiivinen tulos, toisena pakollisena seu-
lontatestind on tehtdva [F-testi. Kun FISH-testid kaytetddn toisena seulontatestind ja siitd saadaan positiivinen tulos,
vuokaavion mukainen lisdtestaus on tarpeen diagnoosin tekemiseksi.

Huom.

Kaytetddn validoituja C. m. subsp. sepedonicus -spesifisid oligokoettimia (lisdys 7). Alustavan testauksen tdlli menetelmalld pitéisi
mahdollistaa se, ettd voidaan todeta aiemmin negatiivisiksi testattuihin ndyteuutteisiin lisityt C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin
solut (vdhintddn 10°-10*/ml). Testi on voitava toistaa.

Seuraava menettely olisi mielelldén tehtdvd vasta valmistetuille ndyteuutteille. Menettely voidaan tarvittaessa kui-
tenkin tehdd néyteuutteille, joita on sdilytetty glyserolissa — 16 ja — 24 °C:n vilisessd lampatilassa tai — 68 ja
- 86 °C:n vilisessd lampotilassa.

Negatiivisina kontrolleina kiytetdin sellaisia ndyteuutteen osia, jotka on aiemmin testattu C. m. subsp. sepedonicus
-bakteerin osalta negatiivisiksi.

Positiivisiksi kontrolleiksi valmistetaan suspensioita, jotka sisiltdvit 10°~10° solua/ml C. m. subsp. sepedonicus
-bakteerista (esim. kanta NCPPB 4053 tai PD 406), 0,01 M fosfaattipuskurissa (PB) 3-5 vuorokauden viljelmastd
(valmistus ks. lisdys 2). Valmistetaan erilliset positiiviset kontrollilevyt C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin homolo-
gisesta kannasta tai mistd tahansa muusta vertailukannasta, joka on suspendoitu perunauutteeseen, kuten lisiyk-
sessd 2 tdsmennetdan.

FITC-leimatun eubakteriaalisen oligokoettimen kiytto toimii kontrollina hybridisaatioprosessia varten, silld se vir-
jdd kaikki nidytteessd olevat eubakteerit.

Testataan kontrollimateriaali samalla tavoin kuin niyte (ndytteet).

Perunauutteen fiksointi

Seuraava testausprotokolla on periisin lihteestd Wullings et al., (1998):

Valmistetaan kiinniteliuos (ks. lisdys 7).

Pipetoidaan 100 pl kustakin niyteuutteesta Eppendorf-putkeen ja sentrifugoidaan 8 minuuttia 7 000 x g.

Poistetaan supernatantti ja liuotetaan sakka 500 pl:aan kiinniteliuosta, joka on valmistettu < 24 tuntia aiemmin.
Sekoitetaan vorteksilla ja inkuboidaan yo6n yli 4 °C:ssa.

Vaihtoehtoisena kiinniteliuoksena voidaan kayttdd 96 % etanolia. Sitd kdytettdessd liuotetaan sakka vaiheesta
5.1.2 50 pl:aan 0,01 M fosfaattipuskuria ja 50 pl:aan 96 % etanolia. Sekoitetaan vorteksilla ja inkuboidaan 4 °C:ssa
30-60 minuutin ajan.
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5.1.4

5.1.5

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

Sentrifugoidaan 8 minuutin ajan 7 000 x g, poistetaan supernatantti ja suspendoidaan sakka uudelleen 75 pl:aan
0,01 M fosfaattipuskuria (ks. lisdys 3).

Tiputetaan 16 pl kiinnitettyjd suspensioita kuvassa 3 esitetylle puhtaalle kuoppalevylle. Laitetaan kullekin levylle 2
laimentamatonta ndytetti ja kdytetddn 10 pl:aa 1:100-laimennoksen (0,01 M fosfaattipuskuriin) tekemiseksi. Jal-
jelld oleva ndyteliuos (49 pl) voidaan varastoida — 20 °C:ssa, kun siihen on lisitty 1 tilavuus 96 % etanolia. Jos
FISH-testi on toistettava, poistetaan etanoli sentrifugoimalla ja lisdtdén yhtd suuri tilavuus 0,01 M fosfaattipusku-
ria (sekoitetaan vorteksilla).

Kuva 3. Piirros FISH-levysti

Nayte 1 Nollakoe Nollakoe Nollakoe Nayte 2
syvennys 1 syvennys 2 syvennys 3 syvennys 4 syvennys 5
Niyte 1 Nollakoe Nollakoe Nollakoe Nayte 2
syvennys 6 syvennys 7 syvennys 8 syvennys 9 syvennys 10

Peitelasi 1

Peitelasi 2

IImakuivataan objektilevyt (tai kuivataan ne levyn kuivaajalla 37 °C:ssa) ja kiinnitetddn ne liekittdmalla.

Tassd vaiheessa menettely voidaan keskeyttdd, ja hydridisaatiota voidaan jatkaa seuraavana pdivana. Levyt olisi
sdilytettavd polyltd suojassa ja kuivassa paikassa huoneenlimmossa.

Pre-hybridisaatio ja hybridisaatio

Valmistetaan lysotsyymiliuos, joka sisdltdd 10 mg lysotsyymia (Sigma L-6876) 10 ml:ssa puskuria (100 mM Tris-
HCl, 50 mM EDTA, pH 8,0). Liuos voidaan varastoida, mutta sitd ei saisi jaddyttdd ja sulattaa yhta kertaa useam-
min. Peitetddn jokainen niytesyvennys noin 50 pllla lysotsyymiliuosta ja inkuboidaan 10 minuutin ajan
huoneenlimméssd. Kastetaan objektilevyt sitten demineralisoituun veteen yhden kerran ja kuivataan
suodatinpaperilla.

Lysotsyymin sijasta voidaan vaihtoehtoisesti lisitd 50 ul 40-400pg ml™" proteinaasi-K:ta puskurissa (20 mM Tris-
HCI, 2 mM CaCl,, pH 7,4) kuhunkin syvennykseen ja inkuboida 37 °C:ssa 30 minuutin ajan.

Poistetaan soluista vesi vaiheittain 50, 80 ja 96 % etanolissa minuutin ajan kussakin. [Imakuivataan objektilevyt
levytelineessa.

Valmistellaan kostea inkubaatiokammio peittdmalld ilmatiiviin laatikon pohja kasvopaperilla tai suodatinpaperilla,
joka on kastettu 1x hybmix-seokseen (lisdys 7). Esi-inkuboidaan laatikko hybridisaatiouunissa 55 °C:ssa vahintdin
10 minuutin ajan.

Valmistetaan hybridisaatioliuos (lisdys 7) siten, ettd joka objektilevylle tulee 45 pl, ja esi-inkuboidaan 5 minuutin
ajan 55 °C:ssa.

Sijoitetaan objektilevyt limpélevylle (45 °C) ja 10 pl hybridisaatioliuosta pipetoidaan levyn (levyjen) kuhunkin nel-
jddn syvennykseen.

Asetetaan 2 peitelasia (24 x 24 mm) kullekin objektilevylle siten, ettd viliin ei jdd ilmaa. Laitetaan levyt esilimmi-
tettyyn kosteaan kammioon ja hybridisoidaan yon yli pimedssd uunissa 55 °C:ssa.

Valmistetaan 3 dekantterilasia seuraavasti: 1 1 ultrapuhdasta vettd (UPW), 1 I 1x hybmix-seosta (334 ml 3x hybmix-
seosta ja 666 ml UPW) ja 11 1/2x hybmix-seosta (167 ml 3x hybmix-seosta ja 833 ml UPW). Esi-inkuboidaan
kukin vesihauteessa 55 °C:ssa.

Poistetaan peitelasit objektilevyiltd ja asetetaan levyt levytelineeseen.

Poistetaan ylimddrdinen koetin inkuboimalla 15 minuutin ajan 55 °C:ssa dekantterilasissa, jossa on 1x
hybmix-seosta.
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5.2.10 Siirretddn levyteline 1/2 hybmix-seos -pesuliuokseen ja inkuboidaan vield 15 minuutin ajan.

5.2.11 Kastetaan objektilevyt pikaisesti ultrapuhtaaseen veteen ja asetetaan ne suodatinpaperille. Poistetaan lijallinen kos-
teus peittdmalld pinta kevyesti suodatinpaperilla. Pipetoidaan 5-10 pl haalistumiselta suojaavaa peittausainetta
(esim. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA tai vastaavaa) jokaiseen syvennykseen ja asetetaan iso peitelasi
(24 x 60 mm) koko levyn péille.

5.3 FISH-testin lukeminen

5.3.1  Tutkitaan objektilevyt valittomasti mikroskoopilla, joka on varustettu epifluoresoivalla valonldhteelld 6ljyimmersio-
objektiivin 630-1 000-kertaisella suurennoksella. FITC:hen sopivilla suodattimilla ndytteen eubakteerisolut (mukaan
luettuina useimmat gram-negatiiviset solut) fluoresoivat vihreind. Kun kaytetddn tetrametyylirodamiini-5-
isotiosyanaatille tarkoitettua suodatinta, Cy3-vérjityt C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin solut ndkyvit fluoresoi-
van punaisina. Verrataan solujen morfologiaa positiivisten kontrollien morfologiaan. Solujen on oltava kirkkaasti
fluoresoivia ja tdysin virjaytyneitd. FISH-testi (9.4 jakso) on toistettava, jos varjdytyminen ei ole taydellistd. Tarkas-
tellaan objektikenttdd laidasta laitaan pystysuoraan ja vaakasuoraan ja kiertdmalld ulkoreunaa pitkin. Néytteistd,
joissa ei ndy yhtddn tai vain hyvin vihin soluja, tarkastellaan vahintddn 40 mikroskooppikenttdd.

5.3.2  Tarkoituksena on loytdd kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen C. m. subsp. sepedonicus
-bakteerille (ks. www-sivusto osoitteessa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluoresenssin
intensiteetin on vastattava vahintdin positiivisen kontrollikannan fluoresenssin intensiteetti. Sellaisia soluja, joiden
virjdytyminen on epatdydellisti tai joiden fluoresenssi on heikko, ei oteta huomioon.

5.3.3  Jos epdillddn kontaminaatiota, testi on toistettava. Ndin saattaa kdydd, jos kaikilla erdn objektilevyilld on positiivi-
sia soluja puskurin kontaminaation vuoksi tai jos positiivisia soluja 16ytyy (levyn syvennysten ulkopuolelta) levyn
pinnoitteelta.

5.3.4  FISH-testin spesifisyyteen liittyy useita ongelmia. Perunan napapdiden ja varren palasten sakassa saattaa esiintyd
morfologisesti epatyypillisid fluoresoivien solujen ja C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin kanssa kooltaan ja morfo-
logialtaan samanlaisten ristiin reagoivien saprofyyttisten bakteerien populaatioita vaikkakin huomattavasti harvem-
min kuin IF-testiss.

5.3.5  Tarkastellaan ainoastaan fluoresoivia soluja, joilla on tyypillinen koko ja morfologia, ks. 5.3.2 kohta.
5.3.6  FISH-testin tulosten tulkinta:

i)  FISH-testistd saadaan validit tulokset, jos FITC-suodatinta kdyttden havaitaan kirkkaan vihreitd fluoresoivia
soluja, joiden koko ja morfologia on C. m. subsp. sepedonicus -bakteerille tyypillinen, ja jos rodamiinisuoda-
tinta kdyttden havaitaan kirkkaan punaisia fluoresoivia soluja kaikissa positiivissa kontrolleissa muttei yhdes-
sakdan negatiivisessa kontrollissa. Jos naytteestd 16ytyy kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on
tyypillinen, tyypillisten solujen keskimairdinen lukumaari arvioidaan mikroskooppikenttda kohden ja laske-
taan naiden solujen lukumairi uudelleen suspendoidun sakan millilitraa kohden (lisdys 4). Naytteitd, joissa
on vihintddn 5 x 10° tyypillistd solua uudelleen suspendoidun sakan millilitraa kohden, pidetdan mahdolli-
sesti saastuneina. Lisitestaus on tarpeen. Néytteitd, joissa on vihemmin kuin 5 x 10° tyypillista solua uudel-
leen suspendoidun sakan millilitraa kohden, pidetddn negatiivisina.

ii)  FISH-testin tulos on negatiivinen, jos rodamiinisuodatinta kayttden ei havaita kirkkaan punaisia fluoresoivia
soluja, joiden koko ja morfologia on C. m. subsp. sepedonicus -bakteerille tyypillinen edellyttéen, etti tyypilli-
sid kirkkaan punaisia fluoresoivia soluja havaitaan positiivisissa kontrollivalmisteissa silloin, kun kaytetdan
rodamiinisuodatinta.

6. PCR-TESTI

Periaatteet

Kun PCR-testid kaytetddn padasiallisena seulontatestind ja siitd saadaan positiivinen tulos, toisena pakollisena seu-
lontatestind on tehtdva IF-testi. Kun PCR-testid kdytetddn toisena seulontatestind ja siitd saadaan positiivinen tulos,
vuokaavion mukainen lisdtestaus on tarpeen diagnoosin tekemiseksi.

Titd menetelmdd on suositeltavaa kdyttdd padasiallisena seulontatestind ainoastaan, jos kdytettdvissd on sen teke-
miseen vaadittavaa erityisasiantuntemusta.
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Huom.

Alustavan testauksen tilld menetelmalld pitdisi mahdollistaa se, ettd voidaan todeta aiemmin negatiivisiksi testattuihin ndyteuuttei-
siin lisétyt C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin solut (10°~10*/ml). Testi on voitava toistaa. Optimointikokeet saattavat olla tarpeen
herkkyyden ja spesifisyyden maksimoimiseksi kaikissa laboratorioissa.

Kaytetddn validoituja PCR-reagensseja ja -testausprotokollia. Olisi mielellddn valittava menetelmd, johon kuuluu sisdinen kontrolli.

On toteutettava tarkoituksenmukaisia varotoimia, jotta viltetddn néytteen kontaminaatio kohde-DNA:Ila. PCR-testi olisi annettava
kokeneiden teknikoiden toteutettavaksi erikoistuneissa molekyylibiologian laboratorioissa, jotta minimoidaan niytteen mahdolli-
nen kontaminaatio kohde-DNA:Ila.

Negatiivisia kontrolleja (DNA:n uuttamis- ja PCR-menettelyjen osalta) olisi aina késiteltivd menettelyn lopullisina
ndytteind, jotta voitaisiin osoittaa selvisti, onko DNA:n siirtymistd tapahtunut.

PCR-testiin olisi sisillytettdvd seuraavat negatiiviset kontrollit:

— ndéyteuute, joka on aiemmin testattu C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin suhteen negatiiviseksi,
— kontrollipuskurit, joita kdytetddn bakteerin ja DNA:n uuttamiseksi ndytteestd,

—  PCR-reaktioseos.

Testissd olisi kdytettivd seuraavia positiivisia kontrolleja:

— uudelleen suspendoitujen sakkojen mairdosat, joihin C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri on lisitty (valmistus
ks. lisdys 2),

— vesisuspensio C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin virulentista isolaatista (esim. NCPPB 2140 tai NCPPB 4053)
saaduista soluista (10°/ml),

— jos mahdollista, PCR-testissd kdytetddn myos positiivisista kontrollindytteistd saatua DNA:ta.
Mahdollisen kontaminaation vélttamiseksi positiiviset kontrollit valmistetaan erillddn testindytteistd.

Niyteuutteiden olisi oltava mahdollisimman puhtaita mullasta. Joissakin tapauksissa saattaisi siksi olla suositelta-
vaa valmistaa uutteet pestyistd perunoista, mikali aiotaan kdyttdd PCR-testausprotokollia.

6.1 DNA:n puhdistusmenetelmiit
Kiytetddn edelld kuvattuja negatiivisia ja positiivisia kontrollindytteita.
Valmistetaan kontrollimateriaali samalla tavalla kuin ndyte (ndytteet).

Kohde-DNA:n eristimiseksi kompleksisista ndytemateriaaleista on kéytettdvissd useita eri menetelmid, joilla voi-
daan poistaa PCR:n ja muiden entsyymireaktioiden inhibiittorit ja konsentroida kohde-DNA ndyteuutteessa.

Seuraava DNA:n puhdistusmenetelmd on optimoitu kiytettdviksi lisiyksessi 6 kuvatun validoidun PCR-
menetelmén yhteydessa.

6.1. a) Pastrikin menetelmid (2000)

1. Pipetoidaan 220 pl lyysipuskuria (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) 1,5 ml:in
Eppendorf-putkeen.

2. Lisitddn 100 pl ndyteuutetta ja asetetaan kuumentimelle tai vesihauteeseen 95 °C:ssa 10 minuutin ajaksi.
3. Siirretddn putki jaihin 5 minuutiksi.

4. Lisatddan 80 pl lysotsyymikantaliuosta (50 mg lysotsyymia/ml 10 mM Tris HCl:ssa, pH 8,0) ja inkuboidaan
37 °C:ssa 30 minuutin ajan.

5. Lisdtadn 220 pl Easy DNA® -liuosta A (Invitrogen), sekoitetaan hyvin vorteksoimalla ja inkuboidaan 65 °C:ssa
30 minuutin ajan.
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6. Lisdtddn 100 pl Easy DNA® -livosta B (Invitrogen), vorteksoidaan voimakkaasti, kunnes sakka valuu put-
kessa vapaasti ja ndyte on kauttaaltaan yhtildisen viskoosi.

7. Lisdtadn 500 pl kloroformia ja vorteksoidaan, kunnes viskositeetti vihenee ja seos on homogeeninen.

8.  Sentrifugoidaan 15 000 x g 20 minuutin ajan 4 °C:ssa faasien erottamiseksi ja interfaasin muodostamiseksi.
9.  Siirretddn yldfaasi puhtaaseen Eppendorf-putkeen.

10. Lisdtdan 1 ml 100 % etanolia (- 20 °C), vorteksoidaan pikaisesti ja inkuboidaan jiissd 10 minuutin ajan.
11. Sentrifugoidaan 15 000 x g 20 minuutin ajan 4 °C:ssa ja poistetaan etanoli pelletistd.

12. Lisdtddn 500 pl 80 % etanolia (— 20 °C) ja sekoitetaan kddntelemalld putkea.

13. Sentrifugoidaan 15 000 x g 10 minuutin ajan 4 °C:ssa, sddstetddn pelletti ja poistetaan etanoli.

14. Annetaan pelletin kuivua ilmassa tai DNA Speed Vac -laitteessa.

15. Suspendoidaan pelletti uudelleen 100 pl:aan steriilid ultrapuhdasta vettd ja jatetdan seisomaan huoneenldm-
p6on vahintddn 20 minuutin ajaksi.

16. Varastoidaan - 20 °C:ssa, kunnes ndytettd tarvitaan PCR-testissd.

17. Erotetaan mahdollinen valkea sakka sentrifugoimalla, ja PCR-mddritykseen kdytetddn 5 pl DNA:ta sisdltavad
liuosta.

6.1.b) Muut menetelmit

Muita DNA:n uuttamismenetelmid (esim. Qiagen Dneasy Plant Kit) voidaan kdyttdd, mikali niiden on osoitettu
olevan yhtd tehokkaita DNA:n puhdistamisessa  kontrollindytteistd, jotka sisdltivit 10°-10*
taudinaiheuttajasolua/ml.

6.2 PCR-testi

6.2.1  Valmistetaan PCR-testin testi- ja kontrollitemplaatit validoidun testausprotokollan mukaisesti (lisdys 6). Valmiste-
taan kymmenkertainen laimennos DNA-nayteuutetta (1:10 ultrapuhtaaseen veteen).

6.2.2  Valmistetaan tarkoituksenmukainen PCR-reaktioseos julkaistun testausprotokollan mukaisesti (lisdys 6) kontami-
naatiolta vapaassa ymparistossd. Validoidussa PCR-testausprotokollassa mairitys perustuu moninkertaiseen, jatku-
vasti toistettavaan reaktioon, ja siind on mukana myos sisdinen PCR-kontrolli.

6.2.3  Lisdtdadn 5 ul DNA-uutetta 25 pl:aa PCR-reaktioseosta kohden steriileihin PCR-putkiin.

6.2.4  Otetaan ainoastaan PCR-reaktioseosta sisiltiavd negatiivinen kontrollinidyte ja lisitddn niytteen paikalle ultrapuh-
dasta vettd samasta ldhteestd, jota kiytettiin PCR-seoksessa.

6.2.5  Asetetaan putket samaan limposyklilaitteeseen, jota kdytettiin esitestauksessa, ja ajetaan asianmukaisesti opti-
moitu PCR-ohjelma (lisdys 6).

6.3 PCR-tuotteen mairittiminen

6.3.1  Erotetaan PCR-amplikonit agaroosigeelielektroforeesilla. Lisdtddn vahintddn 12 pl monistettua DNA-reaktioseosta
kustakin ndytteestd 3 pl:aan latauspuskuria (lisdys 6) 2,0 % (w/v) agaroosigeelissd trisasetaatti-EDTA-puskurissa
(TAE) (lisdys 6) ja ajetaan geelissi 5-8 V| cm. Kaytetddn tarkoituksenmukaista DNA-markkeria, esim.
100 emasparia.

6.3.2  Saatetaan DNA-fragmentit nakyviin varjaamalld niyte etidiumbromidiliuoksessa (0,5 mg/L) 30—-45 minuutin ajan
huolehtien asianmukaisista varotoimista tdmdn mutageenin kdsittelyssd.

6.3.3  Tarkastellaan viarjdytynyttd geelid UV-ldpivalaisulla (esim. N = 302 nm) odotetunkokoisten monistettujen PCR-
tuotteiden (lisdys 6) 16ytamiseksi ja dokumentoidaan tiedot.
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7.1

7.2

7.3

7.3.1

Kaikkien uusien 1oydosten/tapausten osalta varmistetaan PCR-amplikonin autenttisuus tekemilld restriktioentsyy-
mianalyysi jiljelld olevan monistetun DNA:n niytteelle inkuboimalla optimilimpétilassa ja -ajassa tarkoituksen-
mukaisella entsyymilld ja puskurilla (ks. lisdys 6). Erotetaan pilkotut fragmentit agaroosigeelielektrofereesilld kuten
edelld ja tarkkaillaan tyypillistd restriktiofragmenttikuviota UV-ldpivalaisulla etidiumbromidivarjayksen jilkeen
ja verrataan pilkkoutumattomiin ja pilkottuihin positiivisiin kontrolleihin.

PCR-testin tulosten tulkinta:

PCR-testin tulos on negatiivinen, jos odotetunkokoista C. m. subsp. sepedonicus -spesifistd PCR-amplikonia ei todeta
kyseisestd ndytteestd, mutta se todetaan kaikista positiivisista kontrollindytteistd (kun on kyse moninkertaisista
PCR-tuotteista, joilla on kasveille spesifiset sisdiset kontrollialukkeet: toinen odotetunkokoinen PCR-tuote on monis-
tettava kyseiselld naytteelld).

PCR-testin tulos on positiivinen, jos odotetunkokoinen C. m. subsp. sepedonicus -spesifinen PCR-amplikoni ja odo-
tettu restriktiokuvio (jos sellaista vaaditaan) todetaan edellyttden, ettd sitd ei ole monistettu mistddn negatiivisesta
kontrollindytteestd. Positiivisen tuloksen luotettava varmistus voidaan saada myos toistamalla testi toisilla PCR-

alukkeilla (9.3 jakso).

Huom.

PCR:n inhibitiota voidaan epiilld, jos odotettu amplikoni saadaan positiivisesta kontrollindytteestd, joka sisaltdd C. m. subsp. sepe-
donicus -bakteeria vedessd, mutta negatiiviset tulokset saadaan positiivisista kontrolleista, jotka sisiltivit C. m. subsp. sepedonicus
-bakteeria perunauutteessa. Moninkertaisten reaktioiden maaritykseen perustuvissa PCR-testausprotokollissa, joissa on mukana
sisdiinen PCR-kontrolli, reaktion inhibitio ndyttdd olevan kyseessd silloin, jos ei saada kumpaakaan niistd kahdesta amplikonista.

Saastuntaa voidaan epiilld, jos odotettua amplikonia ei saada yhdestd tai useammasta negatiivisesta kontrollista.

BIOLOGINEN MAARITYS

Huom.

Alustavan testauksen tilld menetelmalld pitdisi mahdollistaa se, ettd voidaan todeta aiemmin negatiivisiksi testattuihin ndyteuuttei-
siin lisdtyt C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin pesikkeitd muodostavat yksikot (10°~10*/ml) (valmistus ks. lisdys 2). Testi on voi-
tava toistaa.

Suurinta toteamisherkkyyttd voidaan odottaa, kun kdytetddn vasta valmistettua ndyteuutetta optimaalisissa kasvu-
olosuhteissa. Menetelmédd voidaan kuitenkin kdyttdd menestyksekkadsti myos sellaisiin uutteisiin, joita on varas-
toitu glyserolissa — 68 ja — 86 °C:n vilisessd lampaotilassa.

Jotkin munakoisolajikkeet tarjoavat erinomaisen valikoivan rikastusalustan C. m. subsp. sepedonicus -viljelmalle sil-
loinkin, kun oireita ei esiinny, ja niitd isantdkasvina kayttden voidaan myos toteuttaa erinomainen varmistustesti.

Kasvatusolosuhteiden olisi oltava optimaaliset vdirien negatiivisten testitulosten riskin pienentdmiseksi.
Viljelyn yksityiskohdista tarkemmin ks. lisdys 8.

Jaetaan koko 3.1.6 tai 3.2.5 jaksosta jiljelld oleva uudelleen suspendoidun sakan testattava osa munakoisokasvien
kesken yhdelld jiljempand kuvatuista menetelmistd (7.3 tai 7.4). Kdytetddn ainoastaan 2-3-lehtiasteella aina kol-
mannen aitolehden tiyteen kasvuvaiheeseen olevia kasveja. Jotta varmistetaan uudelleen suspendoidun sakan kiytto
kokonaisuudessaan ja tehokas inokulointi, jiljempini kuvattuihin menettelyihin on kaytettivd 15-25 munakoi-
soa ndytettd kohden.

Munakoisoja ei kastella inokulointia edeltdvien 1-2 vuorokauden aikana, jotta nestejannitys vahenisi.

Inokulointi viiltimalla

Pidelldén kasvia kahden sormen vilissd ja tiputetaan pipetilld pisara (noin 5-10 pl) suspendoitua sakkaa varren
pdille sirkkalehtien ja ensimmdisen kasvulehden valiin.

Tehdddn steriililld leikkausveitselld sakan pisarasta lahtien vinosti poikittainen noin 1 cm:n viilto, jonka syvyys on
noin kaksi kolmannesta varren paksuudesta.

Suljetaan viilto steriililld vaseliinilla ruiskua kdyttden.
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7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

7.10

Inokulointi injektoimalla

Inokulointi tehdddn ruiskulla, joka on varustettu hypodermiselld neulalla (vdhintdin 23G), munakoison varsiin
juuri sirkkalehtien yldpuolelle. Ndyte levitetddn munakoisojen viliin.

Positiivisina kontrolleina inokuloidaan samalla tekniikalla (7.3 tai 7.4) 5 kasvia vesisuspensiolla, jossa on 10°~10°
solua/ml tunnetusta C. m. subsp. sepedonicus -viljelméstd, ja mahdollisuuksien mukaan luonnollisesti saastuneella
mukulasolukolla (ks. 4 jakso).

Negatiivisena kontrollina inokuloidaan samalla tekniikalla (7.3 tai 7.4) 5 kasvia steriililld sakkapuskurilla.

Inkuboidaan kasveja karanteenitiloissa enintddn 4 viikon ajan 18-24 °C:ssa. Inkuboidaan kasveja riittdvissi valossa
ja korkeassa kosteuspitoisuudessa (70-80 %), ja annetaan niille vettd siten, ettd estetddn vettyminen tai veden puut-
teesta johtuva lakastuminen. C. m. subsp. sepedonicus -solut kuolevat 30 °C:ta korkeammissa lampétiloissa, ja opti-
maalinen limpétila on 21 °C. Saastunnan vilttdmiseksi inkuboidaan positiiviset ja negatiiviset kontrollikasvit
selkedsti toisistaan erotettuihin penkkeihin kasvihuoneessa tai kasvatuskammioissa tai, jos tilaa on rajoitetusti, huo-
lehditaan siitd, ettd kasittelyt tehdddn tiukasti toisistaan erillddn. Jos eri naytteisiin kuuluvat kasvit on inkuboitava
lahelle toisiaan, ne on eroteltava asianmukaisilla suojilla. Lannoitettaessa, kasteltaessa tai tutkimuksia ja muita toi-
menpiteitd tehtdessd on huolellisesti viltettdva ristikontaminaatio. Kasvihuoneisiin ja kasvatuskammioihin ei ehdot-
tomasti saa padstd mitddn hyonteistuholaisia, silld ne saattavat siirtdd bakteeria naytteestd toiseen.

Viikon kuluttua on sddnnoéllisesti alettava tutkia oireita. Lasketaan, kuinka monessa kasvissa esiintyy oireita. C. m.
subsp. sepedonicus -bakteeri aiheuttaa munakoisolla lehtien lakastumista, joka voi alkaa lehdenreunojen tai lehti-
suonien vilisen osan velttoutena. Aluksi lakastunut solukko voi muuttua tummanvihredksi tai taplikkaaksi, mutta
se vaalenee ennen kuin se muuttuu nekroottiseksi. Lehtisuonien vilinen lakastuminen nédyttdd usein rasvaiselta ja
turvonneelta. Nekroottisessa solukossa on usein kirkkaan keltainen reuna. Kasvit eivit vilttimaittd kuole. Miti
pitemmille oireiden esiintyminen viivistyy, sitd suurempi mahdollisuus kasveilla on jaddd henkiin. Kasvit voivat
selvitd tartunnasta. Nuoret munakoisot reagoivat paljon voimakkaammin heikkoihin C. m. subsp. sepedonicus
-populaatioihin kuin vanhemmat kasvit, miki selittdé sen, ettd on tarpeen kayttdd kolmilehtiasteella olevia tai sen
lahes saavuttaneita kasveja.

Lakastuminen voi myds olla muiden mukulasolukon sakassa esiintyvien bakteerien tai sienten populaatioiden aihe-
uttamaa. Nditd ovat Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora ja E. carotovora subsp. atroseptica,
Erwinia chrysanthemi, Phoma exigua var. foveata sekd saprofyyttisten bakteerien suuret populaatiot. Erityisesti Erwinia
chrysanthemi voi aiheuttaa C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin aiheuttamien oireiden kaltaisia oireita lehdissa ja lakas-
tumista. Ainoa ero on se, ettd Erwinia chrysanthemi -tartunta aiheuttaa varren mustumisen. Muut lakastumiset erot-
tuvat C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin aiheuttamista lakastumisista, koska niissd kokonaiset lehdet tai kasvit
kuihtuvat nopeasti. On my6s mahdollista tehdd Gram-virjdys: tilla testilld voidaan erottaa C. m. subsp. sepedonicus
ja Erwinia spp.

Heti kun munakoisoissa havaitaan oireita, eristiminen olisi tehtdvd uudelleen kayttden osia lakastuneesta lehtisolu-
kosta tai kasvien varsisolukosta (ks. 3.1.3 solukon murskaaminen). Desinfioidaan munakoisojen lehtien ja varsien
pinta pyyhkimalld ne 70 % etanolilla. Tehddan IF- tai PCR-testi munakoison nesteelle ja eristetddn sopivalle (vali-
koivalle) alustalle (ks. 8 jakso). Lisaksi voidaan tehdd Gram-virjdys (lisdys 9). Tunnistetaan oletetun C. m. subsp.
sepedonicus -bakteerin puhdistetut viljelmit ja varmistetaan patogeenisyys (ks. 9 ja 10 jakso).

Tietyissd olosuhteissa erityisesti, jos kasvuolosuhteet eivit ole optimaaliset, C. m. subsp. sepedonicus -bakteeria voi
esiinty4 piilevdnd tartuntana munakoisoissa jopa 4 viikon mittaisen inkubaatiojakson jilkeen. Jos 4 viikon jilkeen
ei havaita oireita, tehdddn IF- tai PCR-testi kokoomaniytteelle, jossa on kustakin testikasvista 1 cm:n mittaisia var-
ren palasia, jotka on otettu inokulointipaikan yldpuolelta. Jos testitulos on positiivinen, eristiminen olisi tehtiva
uudelleen sopivalle (valikoivalle) alustalle 8 jaksossa kuvatun menettelyn mukaisesti. Tunnistetaan oletetun C. m.
subsp. sepedonicus -bakteerin puhdistetut viljelmit ja varmistetaan patogeenisyys (ks. 9 ja 10 jakso).

Biologisen méarityksen tulosten tulkinta

Biologisesta madrityksestd saadaan validit tulokset, jos positiivisen kontrollin kasveissa nikyy tyypillisid oireita,
bakteerit voidaan eristdd uudelleen niistd kasveista ja negatiivisista kontrolleista ei 16ydy oireita.

Biologisen madritysmenetelmin tulos on negatiivinen, jos testikasveissa ei ole C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin
aiheuttamaa tartuntaa edellyttden, ettd C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri todetaan positiivisista kontrolleista.

Biologisen mairitysmenetelmén tulos on positiivinen, jos testikasveissa on C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin aihe-
uttama tartunta.
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8.1

8.1.4

8.2

8.2.1

C. M. SUBSP. SEPEDONICUS -BAKTEERIN ERISTAMINEN

Huom.

Diagnoosi voidaan tehdi ainoastaan eristimilld ja tunnistamalla C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri (ks. 9 jakso) ja varmistamalla
timd patogeenisyystestilld (10 jakso). Vaikka on kyse vaikeasti eristettdvistd organismista, se on mahdollista eristdd solukosta,
jossa esiintyy saastunnan oireita.

Nopeasti kasvavat saprofyyttiset bakteerit saattavat kuitenkin tukahduttaa bakteerin, ja tdimédn vuoksi eristiminen
suoraan mukulan tai varren solukon sakasta (3.1.6 tai 3.2.5 jakso) on vaikeaa. Jos kdytetddn valikoivaa alustaa ja
tarkoituksenmukaista perunoiden napapdista tai varsista saadun uudelleen suspendoidun sakan laimennosta, C. m.
subsp. sepedonicus -bakteerin suora eristiminen saattaa olla mahdollista.

Eristiminen tehdddn kaikista perunan mukuloista tai varren palasista, joissa on oireita, ja munakoisoista, joissa ei
havaita oireita mutta joiden kokoomandytteelle tehdystd IF- tai PCR-testistd on saatu positiivinen tulos (ks.
7.10 jakso). Tarvittaessa munakoisojen varret on murskattava 3.1.3 kohdassa kuvattua menetelmii noudattaen.

Positiivisiksi kontrolleiksi valmistetaan kymmenkertaiset laimennokset suspensiosta, jossa on 10 PMY/ml C. m.
subsp. sepedonicus -bakteeria (esim. NCPPB 4053 tai PD 406). Mahdollisen kontaminaation vélttimiseksi positiivi-
set kontrollit on valmistettava tdysin erillddn testindytteista.

Ennen kuin vasta valmistettua valikoivan alustan erdd kdytetddn rutiinindytteiden testaamiseen, olisi testattava sen
soveltuvuus taudinaiheuttajan kasvattamiseen.

Kontrollimateriaali testataan samalla tavalla kuin néyte (niytteet).

Valikoiva maljaus

Valmistetaan kymmenkertaisia laimennoksia uudelleen suspendoidun perunasakkandytteen tai munakoisonesteen
maédrdosasta (100 pl) sakkapuskuriin (lisdys 3).

Eristiminen laimentamattomasta perunasakasta tavallisesti epdonnistuu, koska C.m. subsp. sepedonicus -bakteerin
kasvatus on vaikeaa ja koska saprofyytit kilpailevat sen kanssa. Koska bakteeria esiintyy tavallisesti suurina popu-
laatioina tartunnan saaneissa solukoissa, saprofyytit voidaan tavallisesti laimentaa pois siten, ettd taudinaiheuttaja
jad jaljelle. Timan vuoksi on suositeltavaa levittdd 100 pl kustakin ndytteestd (1:100-1:10 000-kertaisina laimen-
noksina) MTNA-alustalle tai NCP-88-alustalle (lisdys 5) (jos kdytetddn halkaisijaltaan 90 mm:n suuruista petrimal-
jaa, tilavuutta on mukautettava maljan koon mukaan) kdyttden levittimid ja pintalevitystekniikkaa.

Huom.

Vaihtoehtoisesti voidaan levittdd alkuperédinen perunasakka (100 pl) ensimmiiselle agar-alustalle levittimelli ja siirtad sitten levitin
toiselle agar-alustalle sivelemilld sille levittimeen jddnyt osa; lopuksi sama toistetaan kolmannella alustalla. Ndin levittimelld saa-
daan aikaan laimennusvaikutus.

Inkuboidaan maljoja pimedssd 21-23 °C:ssa.

Maljojen alustava tarkastelu, kontrollimaljoihin verrattuna, tehddin laskemalla C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin
kaltaiset pesakkeet 3 paivan kuluttua. Lisiksi ne lasketaan 5 ja 7 ja lopuksi 10 péivin kuluttua.

Epiilyttivien pesikkeiden puhdistaminen

Huom.

C. m. subsp. sepedonicus -kaltaisten pesikkeiden jatkoviljely olisi tehtivi YGM-alustalle munakoisoinokulaatiota ja/tai mychempai
tunnistamista varten; tim olisi tehtdvi ennen kuin maljoihin syntyy liikaa kasvustoa eli mielelldin 3-5 pdivin kuluttua.

Sivellddn C. m. subsp. sepedonicus -kaltaisia pesikkeitd yhdelle seuraavista alustoista (kaavat esitetdin lisdyksessd 5):
dekstroosiravintoagar (ainoastaan jatkoviljelyyn),

hiiva-peptoni-glukoosiagar,

hiivauute- ja mineraalisuola-agar.

Annetaan inkuboitua enintddn 10 paivdd 21-24 °Cissa.



4.7.2006

Euroopan unionin virallinen lehti L 182/23

8.2.2

8.2.3

9.1

C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri kasvaa hitaasti ja tuottaa tavallisesti 10 paivissd neulanpdin kokoisia ja muotoi-
sia, kermanvirisid, kuperia pesakkeitd. (Valokuvia C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin tyypillisistd pesakkeistd, ks.
www-sivusto osoitteessa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Levitetddn uudelleen juovina puhtaiden viljelmien saamiseksi.

Kasvu nopeutuu jatkoviljelylld. Tyypilliset pesikkeet ovat variltddn kermanvalkoisia tai norsunluunvirisid, toisi-
naan keltaisia, pyoreitd, sileitd, kohoavia, kuperia, rakenteeltaan limaisesta nesteméiseen, reunoiltaan sadnnéllisen
muotoisia ja halkaisijaltaan yleensid 1-3 mm.

Yksinkertainen Gram-virjiys (lisdys 9) saattaa auttaa valitsemaan pesikkeet lisitesteihin.

Tunnistetaan oletetut viljelmdt (ks. 9 jakso) ja tehdddn patogeenisyystesti (ks. 10 jakso).

TUNNISTAMINEN

Tunnistetaan oletettujen C. m. subsp. sepedonicus -isolaattien puhtaat viljelmét kayttden ainakin kahta seuraavista
eri biologisiin periaatteisiin perustuvista testeisté.

Sisdllytetddn tarvittaessa tunnetut vertailukannat kuhunkin testiin.

Ravintokokeet ja entsymaattiset tunnistustestit

Médritetddn seuraavat fenotyyppiset ominaisuudet, jotka yleisesti joko esiintyvit C. m. subsp. sepedonicus -bakteerissa
tai puuttuvat siitd. Kdytetddn seuraavissa lahteissd kuvattuja menetelmid: Lelliott ja Stead (1987), Klement et al.
(1990), Schaad (2001), nimeton (1987).

Kaikki alustat olisi inkuboitava 21 °C:ssa ja tutkittava 6 péivan jilkeen. Jos minkédnlaista kasvua ei havaita, anne-
taan inkuboitua 20 paivain saakka.

Kuhunkin testiin on kuuluttava tunnettu C. m. subsp. sepedonicus -kanta vertailua varten. Ravintokokeet ja fysiolo-
giset kokeet on tehtdva inokulaatilla, joka on ldhtoisin ravintoagarliuokseen uudelleen istutetuista viljelmistd. Mor-
fologiset vertailut on tehtdva dekstroosiravintoagarissa kasvatetuista viljelmista.

Testit Tavoiteltavat tulokset

hapettumis-/kdymistesti (O/F) Inertti tai heikosti hapettuva
oksidaasiaktiivisuus -
kasvu 37 °C:ssa -
ureaasiaktiivisuus -

eskuliinin hydrolyysi +

tarkkelyshydrolyysi tai heikko
7 % natriumkloridiliuoksen sietokyky -
indolituotanto -
katalaasiaktiivisuus +
H,S:n tuotanto -
sitraatin kdytto -
gelatiinin nesteytyminen -
hapan glyseroli -
hapon muodostus laktoosista — tai heikko
hapon muodostus ramnoosista -

hapon muodostus salisiinista -

Gram-virjdys (lisdys 9) +
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9.2

9.3

9.4

9.5

9.6

10.

10.1

Immunofluoresenssitesti (IF)

) Valmistetaan suspensio (noin 10° solua/ml) IF-puskuriin (lisdys 3).

LS

b) Valmistetaan kaksinkertaisia laimennoksia tarkoituksenmukaisesta antiseerumista.
¢) Tehddin IF-testi (4 jakso).
d)  IF-testistd saadaan positiivinen tulos, jos viljelmén IF-titteri vastaa positiivisen kontrollin titteria.

PCR-testi
a)  Valmistetaan suspensio (noin 10° solua/ml) ultrapuhtaaseen veteen.

b) Kuumennetaan 100 pl solususpensiota suljetuissa putkissa kuumentimessa tai kichuvassa vesihauteessa
100 °C:ssa 4 minuutin ajan. Tarvittaessa solujen hajoamista voidaan auttaa lisddmalld vasta valmistettua
NaOH:ta 0,05 M:n loppupitoisuuden saavuttamiseksi. Ndytteet voidaan varastoida — 16 ja — 24 °C:n vilisessd
lampotilassa, kunnes niitd tarvitaan.

¢) Sovelletaan tarkoituksenmukaisia PCR-menettelyja C.m. subsp. sepedonicus -spesifisten amplikonien monista-
miseksi (esim. Pastrik, 2000; ks. lisdys 4; Li ja de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik ja Rainey, 1999;
Schaad et al., 1999).

d) C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin positiivinen tunnistus toteutuu, jos PCR-amplikonit ovat samankokoisia
kuin positiivisen kontrollikannan amplikonit ja niilld esiintyy samaa restriktiofragmenttien pituuspolymorfiaa.

FISH-testi
a)  Valmistetaan suspensio (noin 10° solua/ml) ultrapuhtaaseen veteen.
b)  Tehdéin FISH-testi (5 jakso).

¢) FISH-testistd saadaan positiivinen tulos, jos viljelméstd ja positiivisesta kontrollista saadaan samat reaktiot.

Rasvahappoprofilointi (FAP)
a)  Kasvatetaan viljelma tryptikaasi-soija-agarissa (Oxoid) 72 tunnin ajan 21 °C:ssa (+/- 1°).
b)  Tehdiin tarkoituksenmukainen FAP-testi (Janse, 1991; Stead, 1992).

¢)  FAP-testistd saadaan positiivinen tulos, jos oletetun viljelman profiili on identtinen positiivisen kontrollin pro-
fiilin kanssa. Tyypillisten rasvahappojen esiintyminen on seuraavanlainen: 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0
Anteiso, 16:0 Iso, 16:0 ja 17:0 Anteiso. Tallainen profiili on erittdin vahva osoitus C. m. subsp. sepedonicus
-bakteerista. Muillakin suvuilla, joista esimerkkeind Curtobacterium, Arthrobacter ja Micrococcus, on joitakin
ndistd hapoista. 15:1 Anteiso A on kuitenkin harvinainen happo niissd bakteereissa mutta esiintyy kaikissa
Clavibacter spp. -bakteereissa 1-5 prosentin pitoisuuksina. C. m. subsp. sepedonicus -bakteerissa timd arvo on
tavallisesti noin 5 prosenttia.

BOX-PCR-testi
a)  Valmistetaan suspensio (noin 10° solua/ml) ultrapuhtaaseen veteen.

b)  Tehddin menettelyn mukainen testi (Smith et al., 2001).

VARMISTUSTESTI

Patogeenisyystesti on tehtdvd C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin diagnosoinnin lopulliseksi varmistamiseksi ja C. m.
subsp. sepedonicus -bakteeriksi tunnistettujen viljelmien virulenssin arvioimiseksi.

Valmistetaan inokulaatti (noin 10° solua/ml) testattavan isolaatin 3 piivén viljelmistd ja C. m. subsp. sepedonicus
-bakteerin asianmukaisesta positiivisesta kontrollikannasta.
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10.2  Inokuloidaan 5-10 kolmilehtiasteella olevaa nuoren munakoisokasvin vartta (7.3 tai 7.4 jakso).

10.3  Inkuboidaan 18-24 °C:ssa riittdvissa valossa ja korkeassa suhteellisessa kosteuspitoisuudessa ja annetaan asianmu-
kaisesti vettd vettymisen tai kuivuusstressin estimiseksi (7.7 jakso). Puhtailla viljelmilld tyypillisen lakastumisen
olisi ilmaannuttava 2 viikossa, mutta niilld kasveilla, joilla ei esiinny oireita tdimédn ajanjakson paityttyd (ks.
7.8 jakso), tulisi jatkaa inkubointia 3 viikkoon saakka limpétiloissa, jotka ovat suotuisat munakoison kasvulle
mutta eivat ylitd 25 °C:ta (lisdys 8). Jos oireita ei ole ilmaantunut 3 viikon jilkeen, ei voida vakuuttua siité, ettd
olisi kyse C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin patogeenisen muodon viljelmésta.

10.4  Niyte eristetddn kasveista, joilla esiintyy oireita, poistamalla patki varresta 2 cm inokulaatiokohdan ylapuolelta.
Nayte pilkotaan ja suspendoidaan pieneen maarddn steriilid tislattua vettd tai 50 mM fosfaattipuskuria (lisdys 3).
Eristetddn suspensiosta levittimalld laimennos tai sivelemalld MTNA- tai YPGA-alustalle (lisdys 5), inkuboidaan
3-5 pdivdn ajan 21-23 °C:ssa ja tutkitaan, muodostuuko sithen C. m. subsp. sepedonicus -bakteerille tyypillisid
pesikkeitd.

Lisdys 1

Testausprotokollien optimoinnissa ja validoinnissa mukana olevat laboratoriot

Laboratorio (1) Paikka Maa
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Wien ja Linz Itdvalta
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgia
Plantedirektoratet Lyngby Tanska
Central Science Laboratory York Englanti
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skotlanti
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Unité de Angers Ranska
Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Station de Le Rheu Ranska
Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Saksa
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Saksa
State Laboratory Dublin Irlanti
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Alankomaat
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Centre Aas Norja
Direc¢do-Geral de Protec¢do das Culturas Lissabon Portugali
Nacionalni institut za biologijo Ljubljana Slovenia
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Espanja

(") Tiedemiesten yhteystiedot: ks. www-sivusto osoitteessa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Lisdys 2
Positiivisten ja negatiivisten kontrollien valmistaminen napapiiden seulontatesteji PCR/IF ja FISH varten

Tuotetaan 72 tunnin viljelma virulentista C. m. subsp. sepedonicus -kannasta [NCPPB 4053 tai PD 406] MTNA-kasvualustalle
ja suspendoidaan 10 mM fosfaattipuskuriin, jotta saataisiin solutiheydeksi noin 1-2x10® PMY/ml. Timi saadaan tavalli-
sesti hieman samealla suspensiolla, joka vastaa 0,20:n optista tiheyttd 600 nanometrissa.

Poistetaan 200 mukulan napapdistd kappaleet, jotka on otettu valkokuorisesta osasta, jonka tiedetddn olevan C. m. subsp.
sepedonicus -bakteerista vapaa.

Kisitellddn napapdit tavalliseen tapaan ja suspendoidaan sakka uudelleen 10 ml:aan.

Valmistetaan 10 steriilid 1,5 ml:n mikroampullia, joissa on 900 pl uudelleen suspendoitua sakkaa.

Siirretddn 100 pl C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin suspensiosta ensimmaiseen mikroampulliin. Sekoitetaan vorteksilla.
Saastumisaste madritetddn laimennussarjan (seuraavat 5 ampullia) avulla.

Kuutta mikroampullia, jotka sisiltdvit bakteerindytettd, kiytetddn positiivisina kontrolleina. Neljad mikroampullia, jotka
eivit sisilld bakteerindytettd, kiytetddn negatiivisina kontrolleina. Ampullit merkitddn vastaavasti.

Valmistetaan 100 pl:an osandytteitd steriileihin 1,5 ml:n mikroampulleihin, jolloin saadaan 9 toisintoa kustakin kontrolli-
ndytteestd. Varastoidaan — 16 ja — 24 °C:n vilisessd lampotilassa kdyttoon saakka.

C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin esiintyminen ja mddra kontrollindytteissa olisi ensin varmistettava IF-testilla.
PCR-testid varten uutetaan DNA positiivisista ja negatiivisista kontrollindytteistd kunkin testisarjan yhteydessa.
[F- ja FISH-testejd varten tehddin méiritykset positiivisista ja negatiivisista kontrollindytteistd kullakin testindytesarjalla.

[F-, FISH- ja PCR-mddrityksissd C. m. subsp. sepedonicus -bakteeri on osoitettava ainakin niistd positiivisista kontrolleista,
joissa on 10° ja 10* solua/ml, eikd sitd saa esiintyd yhdessikain negatiivisessa kontrollissa.
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Lisdys 3

Puskuriliuokset testimenettelyihin

YLEISTA: Avaamattomia steriloituja puskuriliuoksia voidaan siilyttdd jopa vuoden ajan.

1.

1.1

1.2

2.1

Puskurit uuttamismenettelyd varten

Uuttopuskuri (50 mM fosfaattipuskuri, pH 7,0)

Tatd puskuriliuosta kiytetddn bakteerin uuttamiseen kasvisolukoista homogenoimalla tai ravistamalla.

Na,HPO, (vedeton) 426¢
KH,PO, 2,72
Tislattua vetti 1,00 L

Liuotetaan ainesosat, tarkastetaan pH ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Muita aineksia voidaan lisitd seuraavasti:

Tavoite Médri (litraa kohden)
Lubrol-hiutaleita Hoyteloitymisenestoaine (*) 05g
DC-silikoni-vaahdonesto Vaahdonestoaine (*) 1,0 ml
Tetranatriumpyrofosfaatti Hapettumisenestoaine 10¢g
Polyvinyylipyrrolidoni-40 000 (PVP-40) PCR:n inhibiittorien sito- 50g
misaine

() Kdytetddn homogenoimalla tapahtuvassa uuttamismenettelyssi.

(Sakkapuskuri (10 mM fosfaattipuskuri, pH 7,2)

Tatd puskuria kdytetddn perunan mukulan napapdduutteiden uudelleen suspendointiin ja laimentamiseen, kun ne on
ensin konsentroitu sakaksi sentrifugoimalla.

Na,HPO,.12H,0 279
NaH,PO,.2H,0 04g
Tislattua vettd 1,00 L

Liuotetaan ainesosat, tarkastetaan pH ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Puskurit IF-testid varten

IF-puskuri (10 mM fosfaattipuskuroitu suolaliuos (PBS), pH 7,2)

Tatd puskuria kdytetddn vasta-aineiden laimentamiseen.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 0,4¢
NaCl 80¢
Tislattua vetti 1,00 L

Liuotetaan ainesosat, tarkastetaan pH ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.
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2.2 IF-puskuri-Tween
Tatd puskuria kdytetddn objektilevyjen pesuun.

Lisdtddn 0,1 % Tween 20:td [F-puskuriin.

2.3 Fosfaattipuskuroitu glyseroli, pH 7,6

Tatd puskuria kdytetddn peittausliuoksena IF-levyjen syvennyksissi fluoresenssin tehostamiseksi.

Na,HPO,.12H,0 32g
NaH,PO,.2H,0 015g
Glyseroli 50 ml
Tislattua vettd 100 ml

Haalistumiselta suojaavia peittausaineita on saatavana kaupallisesti, esim. Vectashield® (Vector Laboratories)
tai Citifluor® (Leica).

Lisdys 4
Bakteerien méirin arvioiminen IF- ja FISH-testeilld

1. Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen maari kenttdd kohden (c).

2. Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen médrd kuoppaa kohden (C).

C=cxS§[s
jossa S = monikuoppatestilevyn yhden kuopan pinta ala
s = objektikentin pinta ala
s = mi?[4G?K? jossa i = kentin kerroin (824 okulaarin tyypin mukaan)

K = putken kerroin (1 tai 1,25)

G = objektiivin suurennos (100-kertainen, 40-kertainen jne.).

3. Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen maird uudelleen suspendoidun sakan millilitraa kohti (N):

N=Cx1000fy xF

jossa y = uudelleen suspendoidun sakan tilavuus kuopassa, ja

F = uudelleen suspendoidun sakan laimennuskerroin.
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Lisdys 5

Kasvatusalustat C. m. subsp. sepedonicus -kasvintuhoojan eristimisti ja viljelyd varten

a) Yleinen kasvatusalusta

Ravinneagar (NA)

Ravinneagar (Difco) 230¢g

Tislattua vettd 10L

Liuotetaan ainesosat ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Dekstroosiravintoagar (NDA)

Difco Bacto -ravintoagar, joka sisdltdd 1 % d-glukoosia (monohydraatti). Steriloidaan autoklavoimalla 115 °C:ssa
20 minuutin ajan.

Hiiva-peptoni-glukoosiagar (YPGA)

Hiivauute (Difco) 50¢g
Bacto-Peptoni (Difco) 50¢g
D(+)-glukoosi (monohydraatti) 10,0 g
Bacto-Agar (Difco) 150¢
Tislattua vettd 1,0L

Liuotetaan ainesosat ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Hiivauute- ja mineraalisuolakasvatusalusta (YGM)

Difco Bacton hiivauute 20¢g

D(+)-glukoosi (monohydraatti) 2,5 g

K,HPO, 025¢g
KH,PO, 025g
MgSO,. 7H,0 0,1g
MnSO,. H,0 0015g
NaCl 0,05¢
FeSO,.7H,0 0,005 g
Bacto-Agar (Difco) 18¢
Tislattua vettd 10L

Liuotetaan ainesosat ja steriloidaan kasvatusalustaa 0,5 litran tilavuuksina autoklavoimalla 115 °C:ssa 20 minuutin ajan.

b) Validoitu valikoiva kasvatusalusta

MTNA-alusta

Ellei toisin mainita, kaikki alustan ainesosat ovat BDH:sta.
Hiivauute (Difco) 20¢g

Mannitoli 25¢

K,HPO, 025¢
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KH,PO, 025g
NaCl 0,05g
MgSO,.7 H,0 0,1g
MnSO,. H,0 0,015¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Agar (Oxoid nro 1) 16,0 g
Tislattua vetti 10L

misen jdlkeen, lisitdan antibiootit: trimetopriimid 0,06 g, nalidiksiinihappoa 0,002 g, amfoterisiini B:td 0,01 g.

Antibioottikantaliuokset: trimetopriimi (Sigma) ja nalidiksiinihappo (Sigma) (molemmat 5 mg/ml) 96 % metanolissa,
amfoterisiini B (Sigma) (1 mg/ml) dimetyylisulfoksidissa. Kantaliuokset suodatinsteriloidaan.

Huom.

Kasvatusalustan siilyvyys on 3 kuukautta. Antibioottien lisddmisen jilkeen siilyvyys on 1 kuukausi, kun alusta siilytetdan kylmassa.

NCP-88 -alusta

Ravinneagar (Difco) 23¢g
Hiivauute (Difco) 2g
D-mannitoli 5¢g
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgSO,.7 H,0 025g
Tislattua vetti 10L

Liuotetaan ainesosat, siddetddn pH arvoon 7,2. Autoklavoinnin ja 50 °C:een jadhdyttimisen jilkeen, lisitddn seuraavat
antibiootit: polymyksiini-B-sulfaatti (Sigma) 0,003 g, nalidiksiinihappo (Sigma) 0,008 g, sykloheksimidi (Sigma) 0,2 g.

Liuotetaan antibiootit kantaliuoksiin seuraavasti: nalidiksiinihappo 0,01 M NaOH:hon, sykloheksimidi 50 % etanoliin,
polymyksiini-B-sulfaatti tislattuun veteen. Kantaliuokset suodatinsteriloidaan.

Huom.

Kasvatusalustan sdilyvyys on 3 kuukautta. Antibioottien lisddmisen jilkeen siilyvyys on 1 kuukausi, kun alusta sdilytetdan kylmassa.
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Lisdys 6

Validoitu PCR-testausprotokolla ja -reagenssit

Huom.

Alustavan testauksen pitdisi mahdollistaa se, ettd voidaan todeta vihintdin 10°~10* C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin solua ndyteuutteen
millilitraa kohden. Testi on voitava toistaa.

Alustavassa testauksessa ei myo6skddn pitdisi nakyd véirid positiivisia tuloksia valikoiduilla bakteerikannoilla.

1.1

1.2

1.3

Moninkertaiseen reaktioon perustuva PCR-testausprotokolla, johon kuuluu sisiinen PCR-kontrolli (Pastrik,
2000)

Oligonukleotidialukkeet

Koodaavan suunnan aluke PSA-1 5'- ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’
Vastakkaisen suunnan aluke PSA-R 5’- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’
Koodaavan suunnan aluke NS-7-F 5’- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’
Vastakkaisen suunnan aluke NS-8-R 5’- tce gea ggt tea cct acg ga -3’

C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin templaatti-DNA:sta odotettu amplikonikoko = 502 emésparia (PSA-alukesarja).

18S rRNA sisdisestd PCR-kontrollista odotettu amplikonikoko = 377 emdsparia (NS-alukesarja).

PCR-reaktioseos

Reagenssi Miird reaktiota kohden Lopullinen pitoisuus
Steriilid ultrapuhdasta vettd 15,725 pl
10x PCR-puskuri (') (15 mM MgCl,) 2,5ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktio V) (10 %) 0,25 il 0,1%
d-nTP-seos (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Aluke PSA-1 (10 uM) 0,5ul 0,2 uM
Aluke PSA-R (10 pM) 0,5 ul 0,2 pM
Aluke NS-7-F (10 pM) (9) 0,1yl 0,04 uM
Aluke NS-8-R (10 pM) () 0,1l 0,04 uM
Taq-polymeraasi (5 Ufl) () 0,2 ul 1,0U
Naytteen tilavuus: 5,0 pl

Kokonaistilavuus: 25,0 pl

(") Menetelmit validoitiin kéyttden Perkin Elmerin Tag-polymeraasia (AmpliTaq tai Gold) ja Gibco BRL:tA.

(%) Alukkeiden NS-7-F ja NS-8-R konsentraatio optimoitiin perunan napapdduutteelle kdyttien homogenointimenettelyd ja DNA:n
puhdistusta Pastrikin mukaan (2000) (ks. 6.1.a ja 6.2 jakso). Reagenssien konsentraatiot on optimoitava uudelleen, jos kiytetdin
ravistamalla tapahtuvaa uuttamismenetelmaa tai muuta DNA:mn eristimismenetelmaa.

PCR-reaktion olosuhteet

Ajetaan seuraava ohjelma:

1 sykli: i) 3 minuuttia 95 °C:ssa (templaatti-DNA:n denaturointi)
10 syklid: ii) 1 minuutti 95 °Cissa (templaatti-DNA:n denaturointi)
iii) 1 minuutti 64 °C:ssa (alukkeiden pariutuminen)

iv) 1 minuutti 72 °C:ssa (kopioiden lisddminen)
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1.4

2.1

2.2

25 syklia: V) 30 sekuntia 95 °C:ssa (templaatti-DNA:n denaturointi)
vi) 30 sekuntia 62 °C:ssa (alukkeiden pariutuminen)
vii) 1 minuutti 72 °C:ssa (kopioiden lisddminen)

1 sykli: viii) 5 minuuttia 72 °C:ssa (lisdédminen edelleen)
ix) pidetddn 4 °C:ssa.

Huom.

Tami ohjelma on optimoitu kdytettaviksi MJ Research PTC 200 -limposyklilaitteella. Muut mallit saattavat vaatia syklien ii), iii) iv),
v), vi) ja vii) keston muuttamisen.

Amplikonin restriktioentsyymianalyysi

C. m. subsp. sepedonicus -bakteerin DNA:sta monistetut PCR-tuotteet tuottavat entsyymilld Bgl II tyypillistd restriktio-
fragmenttien pituuspolymorfiaa, kun niitd on inkuboitu 37 °C:ssa 30 minuutin ajan. C. m. subsp. sepedonicus
-spesifisestd fragmentista saadut restriktiofragmentit ovat kooltaan 282 ja 220 emdsparia.

Latauspuskurin valmistaminen

Bromifenolisininen (10 % kantaliuos)

Bromifenolisininen 5¢

Kahteen kertaan tislattua vettd 50 ml

Latauspuskuri
Glyseroli (86 %) 3,5 ml
Bromifenolisininen (5.1) 300 pl

Kahteen kertaan tislattua vettd 6,2 ml

10X Trisasetaatti-EDTA-puskuri (TAE), pH 8,0

Tris-puskuri 48,4 ¢
Jadetikka 11,42 ml
EDTA (dinatriumsuola) 372¢
Tislattua vettd 1,0L

Laimennetaan 1X:ddn ennen kdyttoa.

Saatavana my0s kaupallisesti (esim. Invitrogen tai vastaava).
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1.

Lisdys 7
Validoidut reagenssit FISH-testid varten
Oligokoettimet
Cms-spesifinen koetin CMS-CY3-01: 5'- ttg cgg ggc gca cat ctc tgc acg -3’
Ei-spesifinen eubakteriaalinen koetin EUB-338-FITC:  5'- gct gec tec cgt agg agt-3
Kiinniteliuos

[VAROITUS! KIINNITE SISALTAA PARAFORMALDEHYDIA, JOKA ON TOKSISTA. SITA EI SAA HENGITTAA, JA
ON KAYTETTAVA KASINEITA. ON SUOSITELTAVAA TYOSKENNELLA VETOKAAPISSA.]

i)  Kuumennetaan 9 ml:d molekyylisuodattimilla puhdistettua vettd (esim. ultrapuhdasta vettd (UPW)) noin 60 °C:een
ja lisitddn 0,4 g paraformaldehydii. Paraformaldehydi liukenee, kun on lisitty 5 tippaa 1 N NaOH:ta ja sekoitettu
magneettisekoittimella.

i) Sdddetdin pH arvoon 7,0 lisidmalld 1 ml 0,1 M fosfaattipuskuria (PB; pH 7,0) ja 5 tippaa 1 N HCL:44. Tarkiste-
taan pH indikaattoriliuskilla ja sdddetddn tarvittaessa HCL:114 tai NaOH:lla.

[VAROITUS! PARAFORMALDEHYDILIUOKSISSA EI SAA KAYTTAA PH-MITTARIA.]
iii) Suodatetaan liuos 0,22 pm:n kalvosuodattimen lipi ja pidetddn polyltd suojassa 4 °C:ssa, kunnes sitd tarvitaan.

iv)  Huom.

Vaihtoehtoinen kiinniteliuos: 96 % etanoli.

3X hybmix-seos

NaCl 2,7 M

Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)
EDTA (suodatinsteriloitu ja autoklavoitu) 15 mM

Laimennetaan 1X:ddn tarpeen mukaan.

Hybridisaatioliuos

1X hybmix-seos

Natriumdodekyylisulfaatti (SDS) 0,01 %
Koetin EUB 338 5 ngful
Koetin CMSCY301 5 ngful

Valmistetaan taulukossa esitettyjen laskelmien mukaisia méddrid hybridisaatioliuosta. Kutakin objektilevyd (jotka
sisdltavit 2 eri niytettd kahteen kertaan) varten tarvitaan 90 pl hybridisaatioliuosta.

Taulukko Hybridisaatioseoksen valmistamiseen ehdotetut maarit

2 objektilevyi 8 objektilevyi
Steriilid ultrapuhdasta vettd 50,1 200,4
3x hybmix-seos 30,0 120,0
1 % SDS 0,9 3,6
Koetin EUB 338 (100 ng/ul) 45 18,0
Koetin CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Kokonaismadra (ul) 90,0 360,0

Huom. Varastoidaan kaikki valolle herkkid oligokoettimia sisiltdvit liuokset pimedssi — 20 °C:ssa. Suojataan kdyton aikana suoralta
auringonvalolta tai sahkévalolta.
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5. 0,1M fosfaattipuskuri, pH 7,0

Na,HPO, 852g
KH,PO, 5,44 ¢
Tislattua vettd 1,00 L

Liuotetaan ainesosat, tarkastetaan pH ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Lisdys 8
Munakoisojen viljely

Kylvetdidn munakoisojen (Solanum melongena) siemenid pastoroidulle kylvoalustalle. Istutetaan kylvotaimet uudelleen pas-
toroituun istutusalustaan, kun sirkkalehdet ovat tdysin kehittyneet (10-14 paivad).

Munakoisot on viljeltdva kasvihuoneessa seuraavissa olosuhteissa:

pdivan pituus: 14 tuntia tai luonnollinen péivin pituus, jos se on titd pitempi,

pdivalimpétila: 21-24°C,

yolampatila: 15°C.

Sopivia munakoisolajikkeita: ~ "Black Beauty”,
"Long Tom”,
"Rima”,
"Balsas”

Munakoisojen toimittaja: ks. www-sivusto osoitteessa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Lisdys 9

Gram-virjiyksen menettely (Huckerin muunnos) (Doetsch, 1981) (1)

Kristalliviolettiliuos

Liuotetaan 2 g kristalliviolettia 20 ml:aan 95 % etanolia.

Liuotetaan 0,8 g ammoniumoksalaattia 80 ml:aan tislattua vetta.

Sekoitetaan nimi kaksi liuosta.

Lugolin jodi

Jodi lg
Kaliumjodidi 2¢g
Tislattua vettd 300 ml

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

Safraniini-vastavariliuos

Kantaliuos:
Safraniini O 25¢
95 % etanoli 100 ml

Sekoitetaan ja varastoidaan.

Laimennetaan suhteessa 1:10 tyoskentelyliuoksen saamiseksi.

Vrjdysmenettely

1. Tehdiin sivelyndyte, kuivataan ilmassa ja kiinnitetddn lammolla.
2. Upotetaan objektilevy kristalliviolettiliuokseen 1 minuutiksi.

3. Pestddn nopeasti juoksevalla vedelld.

4. Upotetaan Lugolin jodi-jodidiliuokseen 1 minuutiksi.

5. Pestddn juoksevalla vedelld ja kuivataan imupaperilla.

6. Poistetaan viri lisdamalld pisara kerrallaan 95 % etanolia, kunnes viri ei endd muutu, tai upottamalla etanoliin 30
sekunniksi kevyesti ravistaen.

7. Pestddn juoksevalla vedelld ja kuivataan imupaperilla.
8. Upotetaan safraniini-vastaviriliuokseen 10 sekunniksi.
9.  Pestddn juoksevalla vedelld ja kuivataan imupaperilla.

Gram-positiiviset bakteerit ovat variltddn sinivioletteja; gram-negatiiviset bakteerit vdrjaytyvit ruusunpunaisesta punaiseen.

() Voidaan kayttdd myos kaupallisesti saatavana olevia liuoksia ja virjayspakkauksia.



L 182/36

Euroopan unionin virallinen lehti

4.7.2006

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

VIITTEET

Anonymous, 1987. Scheme of the detection and diagnosis of the ring rot bacterium Corynebacterium sepedonicum in
batches of potato tubers. Euroopan yhteisojen komissio, Luxemburg. Publ EUR 11 288 EN, 21 pp.

Bradbury, J. F., 1970. Isolation and preliminary study of bacteria from plants. Rev. PL. Path., 49, 213-218.

Dinesen, I. G., 1984. The extraction and diagnosis of Corynebacterium sepedonicum from diseased potato tubers. EPPO
Bull. 14 (2), 147-152.

Doetsch, R. N., 1981. Determinative methods of light microscopy. In: Manual of methods for general bacteriology,
American Society for Microbiology, Washington, 21-23.

Hugh, R. and Leifson, F., 1953. The taxonomic significance of fermentative versus oxidative metabolism of carbohyd-
rates by various gram-negative bacteria. J. Bact., 66, 24-26.

Janse, J. D., 1991. Infra- and intra-specific classification of Pseudomonas solanacearum strains using whole cell fatty-
acid analysis. Systematic and Applied Microbiology 14; 335-345.

Janse, J. D. and J. Van Vaerenbergh. The interpretation of the EC method for the detection of latent ring rot infections
(Corynebacterium sepedonicum) in potato. EPPO Bull,, No 17, 1987, pp. 1-10.

Jansing, H. and K. Rudolph, 1998. Physiological capabilities of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus and develop-
ment of a semi-selective medium. Journal of Plant Diseases and Protection, 105, 590-601.

Kovacs, N., 1956. Identification of Pseudomonas pyocyanea by the oxidase reaction. Nature, Lond., 178, 703.
Klement Z.; Rudolph, K and D. C. Sands, 1990. Methods in Phytobacteriology. Akadémiai Kiad6, Budapest, 568 pp.
Lelliott, R. A., 1966. The plant pathogenic coryneform bacteria. J. appl. Bact., 29, 114-118.

Lelliott, R. A., E. Billing and A. C. Hayward, 1966. A determinative scheme for the fluorescent plant pathogenic pseu-
domonads J. appl. Bact., 29, 470-489.

Lelliott, R. A. and P. W., Sellar, 1976. The detection of latent ring rot (Corynebacterium sepedonicum (Spiek. et Kotth.)
Skapt. et Burkh.) in potato stocks. EPPO Bull,, 6 (2), 101-106.

Li, X. and S.H. de Boer, 1995. Selection of Polymerase Chain Reaction primers from RNA intergenic spacer region
for specific detection of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Phytopathology, 85, 837-842.

Mills, D., Russell, B., W. and J., W. Hanus, 1997. Specific detection of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus by
amplification of three unique DNA sequences isolated by subtraction hybridization. Phytopathology, 87, 8, 853-861.

Pastrik, K. -H. and R.A. Rainey. 1999. Identification and differentiation of Clavibacter michiganensis subspecies by poly-
merase chain reaction-based techniques. J. Phytopathology 147; 687-693.

Pastrik, K.-H., 2000. Detection of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in potato tubers by multiplex PCR with
coamplification of host DNA. European Journal of Plant Pathology, 106, 155-165.

Ramamurthi, C. S., 1959. Comparative studies on some Gram-positive phytopathogenic bacteria and their relation-
ship to the Corynebacteria. Mem. Cornell agric. Exp. Sta., 366, 52 pp.

Schaad, W., Berthier-Schaad, Y., Sechler, A. and Knorr, D. (1999) Detection of Clavibacter michiganensis subsp. sepedo-
nicus in potato tubers by BIO-PCR and an automated real-time fluorescence detection system. Plant Disease 83;
1095-1100.

Schaad, W. 2001. Laboratory guide for identification of plant pathogenic bacteria. Schaad [Hrsg.]. - 3. ed.; St. Paul,
Minnesota:, 373 pp.

Skerman, V. B. D., 1967. A guide to the identification of the genera of bacteria. 2nd ed., William and Wilkins Com-
pany, Baltimore.

Smith, N. C; Hennesy, J; Stead, D.E., 2001. Repetetive sequence-derived PCR profiling using the BOX-A1Ralstonia
solanacearum primer for rapid identification of plant pathogen Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. European Jour-
nal of Plant Pathology, 107 (7), 739-748.

Sneath, P. H. A. and V. G. Collins, 1974. A study in test reproductibility between laboratories: report of Pseudomo-
nas working party. Antonie van Leeuwenhoek, 40, 481-527.

Stead, D.E. 1992. Grouping of plant pathogenic and some other Pseudomonas spp. using cellular fatty-acid profiles.
International Journal of Systematic Bacteriology 42; 281-295.

Wullings, B. A.; van Beuningen, A. R.; Janse, J. D. and A. D. L. Akkermans, 1998. Detection of Ralstonia solanacearum,
which causes brown rot of potato, by fluorescent in situ hybridization with 23s rRNA-targeted probes. Appl. Envi-
ron. Microbiol. 64, 4546—4554.



4.7.2006

Euroopan unionin virallinen lehti

L 182/37

1.

LITE I

Kaikissa epdillyissd esiintymistapauksissa, joissa on liitteessd I kuvattujen menetelmien mukaisesti suoritetu(i)ssa seu-
lontatest(e)issd todettu positiivinen tulos, jota ei ole varmistettu tai kumottu tdydentavilld testeilld, olisi sdilytettava
ja varastoitava asianmukaisissa olosuhteissa

—  kaikki mukulat, joista on otettu niyte, ja jos se on mahdollista, kaikki kasvit, joista on otettu néyte,

— jdljelld oleva uute ja seulontatestejd varten valmistettu lisimateriaali, esim. immunofluoresenssilevyt,
sekd

—  kaikki asian kannalta merkityksellinen dokumentaatio,

kyseisten menetelmien loppuun saattamiseen asti.

Mukuloiden siilyttimisen ansiosta voidaan tarvittaessa tehdd lajiketestaus.

Niissd tapauksissa, joissa organismin esiintyminen on varmistunut, olisi sdilytettdva ja varastoitava asianmukaisissa
olosuhteissa

— 1 kohdassa tarkoitettu aineisto,

munakoisondyte, joka on saastutettu inokuloimalla mukula- tai kasviuutetta,
J— ja

organismin eristetty viljelma,

vdhintddn yhden kuukauden ajan 5 artiklan 2 kohdassa sdddetyn ilmoitusmenettelyn jalkeen.
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3.

LIITE 1II

Edelld 5 artiklan 1 kohdan b alakohdassa tarkoitetun todennikoisen saastunnan laajuuden madarittimiseksi olisi otet-
tava huomioon seuraavat tekijat:

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

— tuotantopaikka (-paikat), jonka (joiden) tuotanto on jossain yhteydessi 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukai-
sesti saastuneiksi ilmoitettuihin mukuloihin tai kasveihin, mukaan lukien sellaiset tuotantopaikat, jotka joutuvat
tekemisiin samojen tuotantovilineiden ja -laitteiden kanssa vilittomdsti tai yhteisen sopimustoimittajan
vilitykselld,

— 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 mukaisesti
saastuneiksi ilmoitettuja mukuloita tai kasveja oli ensimmiisessa luetelmakohdassa tarkoitetussa tuotantopaikassa,

— tilat, joissa edelld mainituissa luetelmakohdissa tarkoitetuilta tuotantopaikoilta ldhtdisin olevia perunoita
kisitellddn,

—  kaikki koneet, ajoneuvot, sdiliot, varastot tai ndiden osat sekd kaikki muut esineet, mukaan lukien pakkaukset,
jotka ovat voineet olla kosketuksissa 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisesti saastuneiksi ilmoitettujen
mukuloiden tai kasvien kanssa,

—  kaikki mukulat tai kasvit, jotka on varastoitu johonkin edellisessd luetelmakohdassa tarkoitetuista rakenteista tai
esineistd tai jotka ovat kosketuksissa sellaisen kanssa ennen kyseisten rakenteiden tai esineiden puhdistamista ja
desinfiointia,

— 6 artiklassa tarkoitettujen kokeiden jilkeen mukulat tai kasvit, jotka ovat suoraan ylenevissd tai alenevassa pol-
vessa tai sisaruussuhteessa 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisesti saastuneiksi ilmoitettuihin mukuloihin ja
kasveihin nihden ja joiden osalta saastunta ndyttad todenndkoiseltd klooniyhteyden vuoksi, vaikka ne ovat saat-
taneetkin testeissd osoittautua negatiivisiksi kasvintuhoojan suhteen. Lajiketestaus voidaan tehdd saastuneiden ja
samasta kloonista polveutuvien mukuloiden tai kasvien tunnistamisen varmistamiseksi,

ja
— edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettujen mukuloiden tai kasvien tuotantopaikka (-paikat).

Edelld 5 artiklan 1 kohdan ¢ alakohdassa tarkoitetun mahdollisen levidmisen maarittdmiseksi olisi otettava huomioon
seuraavat tekijat:

— muiden sellaisten tuotantopaikkojen ldheisyys, joilla viljellddn perunaa tai muita isintikasveja,
— siemenperunoiden yhteistuotanto ja -kdytto.
5 artiklan 2 kohdan ensimmdisessd alakohdassa tarkoitettu ilmoittaminen on hoidettava seuraavasti:

— vilittomasti sen jdlkeen, kun kasvintuhoojan esiintyminen on varmistettu laboratoriotestauksella kdyttden liit-
teessd [ esitettyjd menetelmid, on ilmoitettava ainakin

— perunaerdn lajikenimi,
— tyyppi (ruoka- ja teollisuus-, siemenperuna jne.) ja tarvittaessa perunoiden siemenluokka,

— kun on olemassa toisesta jisenvaltiosta tai toiseen jisenvaltioon siirrettdviin perunoihin liittyvd saastuntariski,
jasenvaltion, jossa esiintyminen on varmistettu, on valittomasti ilmoitettava kyseisille jasenvaltioille tiedot, joita
ne tarvitsevat voidakseen noudattaa 5 artiklan 3 kohdan sidnnoksii, eli

— perunaerdn lajikenimi,
— ldhettdjdn ja vastaanottajan nimi ja osoite,

— perunaerdn toimituspaivamaara,
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— toimitetun perunaerin koko,

— tarvittaessa jiljennos kasvipassista tai ainakin kasvipassin numero, tai tarvittaessa viljelijan tai kauppiaan
rekisterointinumero ja jiljennos tavarantoimitusilmoituksesta.

Komissiolle on vilittomasti ilmoitettava téllaisten tietojen toimittamisesta.
—  Kun kaikki tutkimukset on tehty, on aina ilmoitettava
— pdivamadrd, jona saastunta varmistui,

— lyhyt kuvaus tutkimuksista, jotka tehtiin saastunnan lihteen ja mahdollisen levidmisen tunnistamiseksi,
toteutetun ndytteenoton laajuus mukaan luettuna,

— tiedot saastunnan tunnistetusta tai oletetusta lihteestd (tai lihteista),

— ilmoitetun saastunnan laajuutta koskevat tiedot, mukaan luettuina tuotantopaikkojen lukumaird ja erien
lukumadira sekd lajike ja siemenperunoiden yhteydessi luokka,

— alueen rajoittamista koskevat tiedot, mukaan luettuina sellaisten tuotantopaikkojen lukumadiri, joita ei ole
ilmoitettu saastuneiksi mutta jotka sisltyvit kyseiseen alueeseen,

— vahvistettua taudin esiintymistd koskevat muut tiedot, joita komissio voi vaatia.
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LIITE IV

Edelld 7 artiklan 1 kohdassa tarkoitetut virallisesti valvotut toimenpiteet ovat

—  kdytto eldinten rehuksi lampokisittelyn jilkeen siten, ettd kasvintuhoojan henkiin jadmisen riskid ei ole,

tai

— haévittdminen virallisesti hyviksytylld tarkoitukseen varatulla jatteidenhavittdmispaikalla, jossa ei ole tunnistetta-
vaa riskid kasvintuhoojan pddsystd ymparistoon, esimerkiksi maatalousmaahan imeytymisen kautta,

tai

— tuhkaksi polttaminen,

tai

— teollinen kisittely toimittamalla suoraan ja valittomasti sellaiselle kasittelylaitokselle, jolla on kéytettavissdan viral-
lisesti hyvaksytyt jatteidenhavitystilat ja -laitteet, joista on todettu, ettd minkainlaista tunnistettavaa kasvintuhoo-
jan levidmisvaaraa ei ole, sekd jdrjestelmd, jolla ainakin laitoksesta lihtevit ajoneuvot voidaan puhdistaa ja
desinfioida,

tai

— muut toimenpiteet, jos on todettu, ettd minkdanlaista tunnistettavaa kasvintuhoojan levidmisvaaraa ei ole; nima
toimenpiteet ja niiden perustelut on ilmoitettava komissiolle ja muille jasenvaltioille.

Edelld mainittuihin toimenpiteisiin liittyv tai niistd syntyvd mahdollinen jiljelle jddva jite havitetddn virallisesti hyvak-
sytyilld menetelmilld timén direktiivin liitteen V mukaisesti.

Jasenvaltioiden vastuussa olevien viranomaisten valvomaa asianmukaista 5 artiklan 1 kohdan b alakohdan mukaisesti
todenndkaisesti saastuneina pidettyjen mukuloiden tai kasvien 7 artiklan 2 kohdassa tarkoitettua kayttod tai havittd-
misté on, edellyttden, ettd vastuussa olevien viranomaisten vililld toimii asianmukainen tiedonvaihto jatkuvan valvon-
nan varmistamiseksi ja ettd jisenvaltion vastuussa oleva viranomainen on hyviksynyt ensimmdisessd ja toisessa
luetelmakohdassa tarkoitetut jatteidenhavitystilat ja -laitteet paikoissa, joissa perunat on tarkoitus pakata tai jalostaa,
seuraava:

— niiden kiytto kulutukseen tarkoitettuina ruokaperunoina, suoraan toimitukseen ja kdyttoon valmiissa pakkauk-
sissa, jotka eivit edellytd minkéddnlaista uudelleen pakkaamista, paikassa, jossa on asianmukaiset jitteidenhavi-
tystilat ja -laitteet. Kylvimiseen tarkoitettuja perunoita saa kisitelld samassa paikassa ainoastaan, jos tdimé tapahtuu
erikseen tai puhdistuksen ja desinfioinnin jilkeen,

tai

— niiden kéytto teolliseen kisittelyyn tarkoitettuina perunoina, jotka toimitetaan suoraan ja valittomasti sellaiselle
kisittelylaitokselle, jolla on kaytettdvissddn asianmukaiset jatteidenhdvitystilat- ja -laitteet sekd jarjestelmd, jolla
ainakin laitoksesta ldhtevit ajoneuvot voidaan puhdistaa ja desinfioida,

tai

— mikd tahansa muu kdytto tai havittiminen, jos on todettu, ettd se ei aiheuta tunnistettavaa kasvintuhoojan levia-
misvaaraa ja jos se on saanut mainittujen vastuussa olevien viranomaisten hyvaksynnan.

7 artiklan 3 kohdassa tarkoitettujen kohteiden asianmukaisten puhdistus- ja desinfiointimenetelmien on oltava sellai-
sia, joiden ei ole todettu aiheuttavan minkaanlaista tunnistettavaa kasvintuhoojan levidmisvaaraa; ne on toteutettava
jasenvaltioiden vastuussa olevien viranomaisten valvonnassa.
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4. Jasenvaltioiden 5 artiklan 1 kohdan c alakohdan mukaisesti toteamalla rajoitetulla alueella toteuttamiin ja 7 artik-
lan 4 kohdassa tarkoitettuihin toimenpiteisiin on kuuluttava seuraavat toimenpiteet:

4.1 saastuneiksi 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisesti ilmoitetuilla tuotantopaikoilla

a)

b)

saastuneeksi 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisesti ilmoitetulla pellolla

i)

ilmoitettua saastuntaa seuraavien vihintiian kolmen kasvukauden aikana,

— toteutetaan toimenpiteitd itsestddn levidvien perunakasvien ja muiden itsestddn kylvaytyvien kas-
vintuhoojan isintdkasvien havittimiseksi,

— yhtdkéddn perunan mukulaa, kasvia tai siementé tai muuta itsestddn kylviytyvid kasvintuhoojan
isintdkasvia eikd viljelystd, josta aiheutuu tunnistettavaa kasvintuhoojan levidmisvaaraa, ei istu-
teta eikd kylvetd,

edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettua kautta seuraavan ensimmadisen perunoiden korjuukauden
aikana ja silld edellytykselld, ettd pellosta ei ole istuttamista tai kylvimistd edeltivien vahintddn kah-
den perittdisen kasvukauden aikana tehdyissa virallisissa tarkastuksissa 1oydetty itsestddn levidvid peru-
nakasveja ja muita itsestddn kylvdytyvid kasvintuhoojien isintikasveja, saa tuottaa ainoastaan ruoka-
ja teollisuusperunoita ja korjatut mukulat on tutkittava liitteessd I kuvatun menettelyn mukaisesti,

edeltdvissi luetelmakohdassa tarkoitettua kautta seuraavan perunoiden korjuukauden aikana ja sopi-
van viljelykierron jilkeen — jonka pituus on vihintddn kaksi vuotta, jos on kasvatettava siemenperu-
noita — perunoita voi istuttaa siemen- tai ruoka- ja teollisuusperunan tuottamiseksi ja virallisia
tutkimuksia suoritetaan 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti, tai

ilmoitettua saastuntaa seuraavien neljan kasvukauden aikana

— toteutetaan toimenpiteitd itsestddn levidvien perunakasvien ja muiden itsestddn kylvaytyvien kas-
vintuhoojan isintdkasvien havittamiseksi,

—  pelto jitetddn joko avokesannolle, jota pidetddn yll4, tai pysyvaksi laitumeksi, jolloin sitd joko
niitetddn usein ja matalaan tai laidunnetaan intensiivisesti,

edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettua kautta seuraavan ensimmadisen perunoiden korjuukauden
aikana ja silld edellytykselld, ettd pellosta ei ole istuttamista tai kylvimistd edeltdvien vdhintdan kah-
den perittdisen kasvukauden aikana tehdyissd virallisissa tarkastuksissa l6ydetty itsestdan levidvid peru-
nakasveja ja muita itsestddn kylvaytyvid kasvintuhoojien isintikasveja, saa tuottaa siemen- tai ruoka-
ja teollisuusperunoita ja korjatut mukulat on tutkittava liitteessd I kuvatun menettelyn mukaisesti;

kaikilla muilla saastuneen tuotantopaikan pelloilla, jos vastuussa olevilla viranomaisilla on varmuus siitd, ettd
itsestddn levinneet perunakasvit ja muut itsestddn kylvaytyvit kasvintuhoojan isintikasvit on havitetty

ilmoitettua saastuntaa seuraavan kasvukauden aikana ei istuteta tai kylvetd yhtdin perunan mukulaa, kas-
via tai siementd tai muuta itsestdan kylviytyvii kasvintuhoojan isintdkasvia, tai

varmennettuja siemenperunoita istutetaan ainoastaan ruoka- ja teollisuusperunan tuottamiseksi,

ilmoitettua saastuntaa seuraavan toisen kasvukauden aikana istutetaan tai kylvetddn siemen- tai ruoka- ja
teollisuusperunan tuottamiseksi ainoastaan varmennettuja siemenperunoita tai siemenperunoita, jotka on
virallisissa testeissd todettu perunan vaaleasta rengasmadistd vapaiksi ja jotka on kasvatettu virallisessa val-
vonnassa muissa kuin 4.1 kohdassa tarkoitetuissa tuotantopaikoissa,

ilmoitettua saastuntaa seuraavien vahintddn kolmen kasvukauden aikana istutetaan tai kylvetddn siemen-
tai ruoka- ja teollisuusperunan tuottamiseksi ainoastaan varmennettuja siemenperunoita tai siemenperu-
noita, jotka on virallisessa valvonnassa kasvatettu varmennetuista siemenperunoista,
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4.2. Rajoittamatta 4.1 kohdassa lueteltujen toimenpiteiden soveltamista, jasenvaltioiden on rajoitetun alueen sisalld

a)

kunkin edellisissi luetelmakohdissa tarkoitetun kasvukauden aikana toteutetaan toimenpiteiti itsestddn levin-
neiden perunakasvien ja muiden itsestddn kylvdytyvien kasvintuhoojan isintikasvien havittamiseksi, jos niitd
esiintyy, ja kullakin perunapellolla tehdddn korjatuille perunoille virallisia testejd liitteessd I kuvatun menet-
telyn mukaisesti;

valittomasti 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan mukaisen saastunnan ilmoittamisen jilkeen ja saastuntaa seuraa-
van ensimmdisen kasvukauden jdlkeen kaikki tuotantopaikan laitteistot ja varastotilat, jotka ovat yhteydessd peru-
nan tuotantoon, puhdistetaan ja desinfioidaan tarvittaessa 3 kohdassa tarkoitetuilla sopivilla menetelmilld;

suojatuissa viljelykasvien tuotantoyksikoissi, joissa kasvualustan vaihtaminen kokonaan on mahdollista

mukuloita, kasveja tai siemenié saa istuttaa tai kylvdd ainoastaan, jos tuotantoyksikkoon sovelletaan viral-
lisessa valvonnassa sellaisia toimenpiteitd, joiden tarkoituksena on kasvintuhoojan ja kaikkien isdntikas-
vien hdvittiminen, mukaan lukien vahintdén kasvualustan vaihtaminen kokonaan sekd tuotantoyksikon ja
kaikkien vilineiden puhdistus ja desinfiointi, ja jos vastuussa olevat viranomaiset ovat timin seurauksena
hyviksyneet sen perunan tuotantoon,

perunoita tuotetaan varmennetuista siemenperunoista tai testatuista lahteistd perdisin olevista minimuku-
loista tai mikrokasveista.

vilittomasti ilmoitetun saastunnan jilkeen varmistettava, ettd kaikki tuotantopaikan laitteistot ja varastotilat, jotka
ovat yhteydessd perunan tuotantoon, puhdistetaan ja desinfioidaan tarvittaessa 3 kohdassa tarkoitetuilla sopi-
villa menetelmilld;

ilmoitetun saastunnan jalkeen viipymittd ja vahintddn kolmen kasvukauden ajan

madrittivi vastuussa olevat viranomaiset valvomaan tiloja, joissa harjoitetaan perunan mukuloiden vilje-
lyd, varastointia tai késittelyd, sekd niiden yritysten tiloja, jotka kéyttavit perunantuotantolaitteita sopimuk-
sen perusteella,

vaadittava, ettd kyseisen alueen kaikki perunasadot istutetaan ainoastaan sertifioitua siementi tai virallisen
valvonnan alaisena kasvatettua siementéd kdyttden ja ettd korjuun jilkeen testataan 5 artiklan 1 kohdan b
alakohdan mukaisesti mahdollisesti saastuneiksi ilmoitetuilla tuotantopaikoilla kasvaneet siemenperunat,

vaadittava, ettd kaikissa alueen yrityksissd siemenperuna ja muuhun kayttoon tarkoitettu peruna kisitellddn
erillddn tai ettd siemenperunan ja muuhun kdyttoon tarkoitettujen perunoiden kasittelyn valilld huolehdi-
taan puhdistamisesta ja desinfioinnista,

toteutettava virallinen kartoitustutkimus 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti;

laadittava tarvittaessa ohjelma kaikkien siemenperunavarastojen korvaamiseksi sopivan ajanjakson kuluessa.
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LITEV

Liitteessd IV olevassa 1 kohdassa tarkoitettujen virallisesti hyviksyttyjen jatteidenhavitysmenetelmien on vastattava seuraa-
via sddnnoksid siten, ettd viltetddn mahdollinen tunnistettava kasvintuhoojan levidimisvaara:

i)  perunajite (hylatyt perunat ja kuoret mukaan luettuina) ja mahdollinen muu perunoihin liittyva kiinted jite (maa-
perd, kivet ja muu jate mukaan luettuina) hdvitetddn joko

—  haévittdmalld virallisesti hyvaksytylld tarkoitukseen varatulla jitteidenhdvittdmispaikalla, jossa ei ole tunnistetta-
vaa riskid kasvintuhoojan pddsystd ympdristoon, esimerkiksi maatalousmaahan imeytymisen kautta; jite on kul-
jetettava suoraan hdvittimispaikalle pakkaamalla se siten, ettei ole vaaraa jitteen havidmisestd,

tai
— tuhkaksi polttamalla,
tai

— muilla toimenpiteilld, jos on todettu, ettd minkéénlaista tunnistettavaa kasvintuhoojan levidmisvaaraa ei ole; ndma
toimenpiteet on ilmoitettava komissiolle ja muille jisenvaltioille;

ii)  nestemdinen jite: nestemdinen jite, joka sisaltdd suspendoituneita kiinteitd aineita, suodatetaan ennen havittamista tai
kiintoaineet poistetaan laskeuttamalla. Ndma kiintoaineet havitetddn i alakohdassa esitetylld tavalla.

Taman jilkeen nestemdinen jite joko
— kuumennetaan kauttaaltaan vihintdadn 60 °C:seen 30 minuutin ajaksi ennen havittdmista,
tai

—  havitetddn muulla virallisesti hyvaksytylld tavalla virallisessa valvonnassa siten, ettei ole olemassa tunnistettavaa
riskid jtteen paisystd kosketuksiin maatalousmaan kanssa. Asiaan liittyvit yksityiskohdat on ilmoitettava muille
jasenvaltioille ja komissiolle.

Tassd liitteessd kuvatut vaihtoehdot koskevat myos saastuneiden erien kasittelyyn, havittimiseen ja prosessointiin liittyvaa
jtett.



