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A BIZOTTSAG 2006/56/EK IRANYELVE
(2006. jinius 12.)

a burgonya gyfiriis rothaddsa elleni védekezésrdl sz616 93/85/EGK tandcsi irdnyelv mellékleteinek
modositasarol

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,

tekintettel az Eur6pai Kozosséget 1étrehozé szerzédésre,

tekintettel a burgonya gyfiris rothadasa elleni védekezésrél sz6-
16, 1993. oktéber 4-i 93/85/EGK tandcsi irdnyelvre (1) és kiilono-
sen annak 12. cikkére,

mivel:

(1) A burgonya egyik fontos kdrositéja a Clavibacter michiga-
nensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spieckermann
et Kotthoff) Davis et al., a burgonya gytir(s rothadds beteg-
ség korokozoja (a tovabbiakban: a kirositd).

2)  Akdrosité még mindig el6fordul a Kozosség egyes részein.

(3) A 93/85/EGK tandcsi irdnyelv meghatarozta a tagallamok-
ban a kdrosit6 ellen annak érdekében végrehajtandé rész-
letes intézkedéseket, hogy lokalizdljak és meghatdrozzdk
a foldrajzi elterjedését; megel6zzék az el6forduldsat és a
terjedését; valamint — el6forduldsa esetén — megakadalyoz-
zdk a tovabbterjedését és védekezzenek ellene a felszamo-
lasa céljabol.

(4)  Azdta jelentSsen béviiltek a kdrositd bioldgidjara, vala-
mint kimutatdsi és azonositasi eljardsaira vonatkozo isme-
retek; tovdbbd a kdrosit6 elleni védekezésben szerzett
gyakorlati ismeretek sziikségessé teszik tobb — a védeke-
zési intézkedésekkel Gsszefiiggd — szakmai rendelkezés
feltilvizsgalatat.

(5)  E fejlemények eredményeképpen sziikségesnek ldtszik a
93/85/EGK irdnyelv mellékleteiben 1évé intézkedések feliil-
vizsgdlata és naprakésszé tétele.

(1) HLL 259.,1993.10.18., 2. o.

(6) A kimutatdsi és azonositdsi eljardsok vonatkozdsdban a
fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH), egy korszert kimu-
tatdsi modszer keriil beépitésre, valamint a jelenlegi kimu-
tatdsi és azonositasi eljards kiilonboz8 szakmai elemei
vonatkozdsaban elért elSrelépések.

(7) A védekezési intézkedések szakmai elemei tekintetében,
tovabbfejlesztett rendelkezések késziilnek: a vizsgdlt
mintdk megdrzésének modjara vonatkozdan a karosité
visszakovetésének biztositdsa érdekében, a feltételezhetd
fert6zottség mértékének meghatdrozasdra, a kdrosité bar-
mely igazolt el6forduldsa és a vonatkoz6 fert6zott Gvezet
bejelentésének részleteire, valamint a fert6zottnek mindsi-
tett termesztési helyeken és a kijelolt ovezeteken beliil
alkalmazand¢ intézkedésekre vonatkozdan.

(8) Az ebben az irdnyelvben el6irt intézkedések Osszhang-
ban vannak a No6vény-egészségiigyi Alland6 Bizottsdg
véleményével,

ELFOGADTA EZT AZ IRANYELVET:

1. cikk

A 93/85/EGK irdnyelv mellékletei helyébe ezen iranyelv mellék-
letének a megfelel§ szovege 1ép.

2. cikk

(I) A tagdllamok legkésébb 2007. marcius 31-ig elfogadjdk és
kihirdetik azokat a rendelkezéseket, amelyek sziikségesek ahhoz,
hogy ennek az iranyelvnek megfeleljenek. Haladéktalanul tdjé-
koztatjdk a Bizottsdgot e rendelkezések szovegérdl, valamint az
e rendelkezések és az irdnyelv kozotti megfelelési tablazatrol.

Ezeket a rendelkezéseket 2007. dprilis 1-jétd] kell alkalmazni.

Amikor a tagdllamok elfogadjdk ezeket a rendelkezéseket, azok-
ban hivatkozni kell erre az irdnyelvre, vagy azokhoz hivatalos
kihirdetésitk alkalmaval ilyen hivatkozast kell fizni. A hivatko-
zds modjat a tagdllamok hatdrozzak meg.
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(2) A tagdllamok haladéktalanul kozlik a Bizottsiggal nem-
zeti joguknak azokat a f6bb rendelkezéseit, amelyeket az ezen
irdnyelv dltal szabélyozott teriileten fogadnak el. A Bizottsag tdjé-
koztatja errdl a tobbi tagallamot.

3. cikk

Ez az irdnyelv az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban vald kihirdeté-
sét kovetd harmadik napon 1ép hatélyba.

4. cikk

Ennek az irdnyelvnek a tagallamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 2006. janius 12-én.

a Bizottsdg részérdl
Markos KYPRIANOU
a Bizottsdg tagja
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I. MELLEKLET

VIZSGALATI PROGRAM A GYURUS ROTHADAS BAKTERIUM, CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith)
Davis et al. ssp. SEPEDONICUS (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al. DIAGNOSZTIZALASARA,
KIMUTATASARA ES AZONOSITASARA

A VIZSGALATI PROGRAM HATOKORE
A bemutatott program az alabbi esetekben haszndlt eljardsok lefrdsat tartalmazza:
i. A gytr(s rothadds diagnosztizaldsa burgonyagumdkban és burgonyanovényekben;
ii. A Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus kimutatdsa burgonyagumo- és burgonyanévény-mintdkban;

iii. A Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus) azonositasa.

ALTALANOS ALAPELVEK

A kiilonb6z8 médszerek optimalizalt protokolljai, a validdlt reagensek, valamint a vizsgdlati- és a kontrollanyagok elkészi-
tésének részletei megtaldlhatdk a fiiggelékekben. A protokollok optimalizaldsdba és validdldsdba bevont laboratériumok
felsoroldsa az 1. fuggelékben taldlhato.

Mivel a protokollok egy zdrlati kdrosité kimutatdsaval jarnak, és életképes C. m. subsp. sepedonicus tenyészetek kontrollany-
agként torténd felhaszndldsat fogjdk magukban foglalni, szitkséges lesz, hogy az eljardsok elvégzésére megfelels novény-
egészségligyi zarlati feltételek mellett — beleértve a hulladék drtalmatlanitdsara szolgdlé megfelel§ berendezéseket — valamint
a hivatalos novény-egészségiigyi zdrlatért felel6s hatosdgok dltal kidllitott megfelel§ engedély feltételei szerint keriiljon sor.

A vizsgalati paramétereknek biztositaniuk kell a C. m. subsp. sepedonicus szintjének kovetkezetes és reprodukdlhaté kimu-
tatdsat a kivalasztott modszerek megadott kiiszobértéke esetén.

A pozitiv kontrollok preciz elkészitése elengedhetetlentil sziikséges.

A szitkséges kiiszobértékek szerinti vizsgélat ugyancsak magaban foglalja az eszkozok helyes bedllitdsat, karbantartdsat és
kalibrdciojt, a reagensek gondos kezelését és megdrzését, valamint minden olyan intézkedést, amely a mintdk kozotti
atfert6z6dés megakadalyozdsit szolgdlja, pl. a pozitiv kontrollok elvilasztdsa a vizsgdlati mintdktdl. Az adminisztrativ és
egyéb hibak elkeriilése érdekében mindségellendrzési elSirdsokat kell alkalmazni, kiilonosen a cimkézés és a dokumentd-
cié vonatkozdsdban.

A kdrosité el6forduldsdnak a 93/85/EGK irdnyelv 4. cikke (2) bekezdésében emlitett gyandja feltételezi a folyamatabrak-
ban meghatdrozott mintdn elvégzett diagnosztikai vagy sziirévizsgélatok pozitiv eredményét.

Ha az elsé sztirGvizsgalat (IF vagy PCR[FISH) pozitiv, akkor a Cms-sel valé fertGzottség gyandja fenndll, és egy mdsodik
sztirvizsgalatot kell elvégezni. Ha a mdsodik sztirGvizsgalat pozitiv, akkor a gyani megerdsitésre keriilt (gyanitott eléfor-
dulds), és az eljdrds szerinti vizsgdlatokat kell lefolytatni. Ha a masodik sztirGvizsgélat negativ, akkor dgy tekintik, hogy a
minta nem fert6zott a Cms-sel.

Ezért a 4. cikk (2) bekezdésében emlitett pozitiv IF-tesztet a pozitiv IF-leolvasds hatdrozza meg, melyet a mdsodik sz{irg-
vizsgdlat (PCR[FISH) erdsit meg.

A 93/85/EGK irdnyelv 5. cikke (1) bekezdésében emlitett megerdsitett el6fordulds feltételezi a C. m. subsp. sepedonicus tiszta
tenyészetének izolldsat és azonositdsdt, beleértve a patogenitds megerdsitését.

1. A FOLYAMATABRAK ISMERTETESE
1.1. Kimutatdsi program a gyfiriis rothadds diagnosztizéldsira a gyiiriis rothadds tiineteit mutat6é burgonyagu-

mokban és burgonyanévényekben

A vizsgélati eljards a gy(ir(s rothadds jellegzetes vagy gyanitott tiineteit mutaté burgonyagumdok és burgonyano-
vények vizsgdlatira szolgdl. Tartalmaz egy gyors sziirévizsgélatot, a korokozé fert6zott edénynyaldb-szovetbdl
torténd izolaldsdt diagnosztikai téptalajon, és — pozitiv eredmény esetén — a tenyészet azonositdsat C. m. subsp.
sepedonicus-ként.
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A gylris rothadas feltételezett tlineteit mutaté
burgonyagumé(k) vagy burgonyanévény(ek) (')

<

|

GYORS DIAGNOSZTIKAI VIZSGALATOK (2))

( ALAPVETO I1ZOLALASI VIZSGALAT () )

( Jellegzetes morfologiaju telepek (*) )

C.m. subsp. sepedonicus nem
kertlt kimutatasra
5
< NEM () A minta nem fert6zott
C.m. subsp. sepedonicus-szal

IGEN

( Tisztitds szubkulturaval )
( AZONOSITASI VIZSGALAT (¢) )—<>—( PATOGENITAS VIZSGALAT (') )

Mindkét vizsgalat megerésiti, hogy a tiszta
tenyészet C.m. subsp. sepedonicus

A minta nem fert6zott
C.m. subsp. sepedonicus-szal

A minta fert6zott
C.m. subsp. sepedonicus-szal

(")  Atunetek leirasat a 2. szakasz tartalmazza.

(® A megfeleld vizsgalatok a kévetkezok:
— |F-teszt (4. szakasz),
— PCR-teszt (6. szakasz),
— FISH-teszt (5. szakasz).

® Bar a kérokozé altalaban kénnyen izolalhato tineteket mutaté névényanyagbdl higitasos lemeztenyésztéssel, a tenyésztés sikertelen
lehet a fert6zés el6rehaladott stadiumaban. A beteg szoveten fejl6dd szaprofita baktériumok gyorsabban szaporodhatnak vagy
gatolhatjak a kérokozo6t az izolacios taptalajon. Ezért ajanlatos mind nem szelektiv, mind szelektiv taptalajt hasznalni, lehetéleg MTNA-t
(8. szakasz) és biologiai tesztelési vizsgalatot (7. szakasz).

® Ha az izolalasi vizsgalat negativ, de a betegség tiinetei jellegzetesek, akkor az izolalast meg kell ismételni.

(®) A C.m. subsp. sepedonicus tiszta tenyészeteinek megbizhaté azonositasara a 9. szakaszban leirt vizsgalatok elvégzése révén
kerdl sor.

() A patogenitas vizsgalat leirasa a 10. szakaszban talalhato.
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1.2 A Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus tiinetmentes burgonyagumé-mintikban torténé
kimutatdsdnak és azonositdsinak programja

Az alapely

A vizsgdlati eljdrds a ldtens fert6zések burgonyagumokban torténé kimutatdsdra szolgdl. Legaldbb két — eltérs
bioldgiai elven alapul6 — sztirGvizsgilat pozitiv eredményét ki kell egésziteni a korokozé izoldldsaval; ezt jelleg-
zetes telepek izoldldsa esetén a tiszta tenyészet C. m. subsp. sepedonicus-ként torténd azonositdsa koveti. Mindos-
sze egy sziirGvizsgdlat pozitiv eredménye nem elegend a minta gyantsnak tekintéséhez.

A sziir6vizsgalatoknak és az izolaldsi vizsgalatoknak lehet6vé kell tenniiik 10°~10* sejt/ml Gjraszuszpendalt iile-
dékben kimutatdsdt, amely pozitiv kontrollként kertil alkalmazdsra minden egyes vizsgdlati sorozatnal.
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( Burgonyagumé-minta (1) )

A korokozd kinyerése és koncentralasa (%)

ALAPVETO SZUROVIZSGALATOK (3)
IF-teszt (*)/PCR-teszt (°)/FISH-teszt (°)

)
-

( Elsé sziirévizsgalat (°) )

C.m. subsp. sepedonicus nem kerdilt
kimutatasra
A minta nem fert6zott
C.m. subsp. sepedonicus-szal

C.m. subsp. sepedonicus nem kerlilt
kimutatasra
A minta nem fert6zott
C.m. subsp. sepedonicus-szal

C.m. subsp. sepedonicus nem kertlt

kimutatasra
10
NEM () A minta nem fert6zott

C.m. subsp. sepedonicus-szal

b

( Tisztitas szubkulturaval )

( AZONOSITASI VIZSGALAT (') PATOGENITAS VIZSGALAT ('?) ]

Mindkét vizsgalat megerésiti, hogy a tiszta tenyészet
C.m. subsp. sepedonicus

A minta nem fert6zott
C.m. subsp. sepedonicus-szal

0

A minta fert6zétt
C.m. subsp. sepedonicus-szal
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A standard mintaméret 200 gum®é, bar az eljaras alkalmazhat6 kisebb mintara is, ha 200 gumé nem all rendelkezésre.

(3  Akodrokozo kinyerésére és koncentralasara szolgalé modszerek leirasa a 3.1. szakaszban talalhato.

(®  Halegalabb két — eltérd bioldgiai elveken alapuld — vizsgalat pozitiv, az izolalast és a megerésitést el kell végezni. Végezzen el legalabb
egy szlrévizsgalatot. Amennyiben ez a vizsgalat negativ, a minta negativnak tekinthet6. Abban az esetben, ha ez a vizsgalat pozitiv,
még egy vagy tébb — eltérd biolégiai elveken alapuld — sziirbvizsgalat elvégzése sziikséges az els6 pozitiv eredmény megerdsitéséhez.
Ha a masodik vagy a tobbi vizsgalat negativ, a minta negativnak tekinthetd. Tovabbi vizsgalatra nincs szikség.

"  Immunfluoreszcencias (IF) vizsgalat.

Mindig poliklondlis ellenanyagot hasznaljon az IF sziiréshez, a kiegészitéleg hasznalt monoklonalis ellenanyagokkal fokozhaté a
specifikussag (lasd a 4. szakaszt).

(®)  PCR-teszt.

Megfeleléen validalt PCR-reagenseket és protokollokat hasznaljunk (lasd a 6. szakaszt).

(®)  Fish-teszt.

Validalt reagenseket és protokollokat hasznaljunk (lasd az 5. szakaszt).

(")  Szelektiv izolalas.

MTNA taptalajjal vagy NCP-88 taptalajjal és az Ujraszuszpendalt Uledék 1/100 higitasaval, ez sok esetben alkalmas médszer a C.
m. subsp. sepedonicus kdzvetlen izolalasara. A jellegzetes telepek 3—-10 nappal a lemeztenyésztés utan nyerheték. Ekkor lehet a
korokozot tisztitani és azonositani. A vizsgalat teljes potencialjanak kiaknazasahoz gondosan kell eljarni a kdldokrész egy darabjanak
kimetszésekor, hogy kikuszobdljik a burgonyaguméhoz kapcsolédé masodlagos baktériumok jelenlétét, melyek versenytarsai a C. m.
subsp. sepedonicus-nak a taptalajon, és gyorsabban szaporodhatnak a kérokozénal. Ha a lemeztenyésztés sikertelen, az izolalast a
biolégiai tesztelési vizsgalathoz hasznalt novényekrél kell elvégezni (lasd a 8. szakaszt).

(®) A biolégiai tesztelési vizsgalat a C. m. subsp. sepedonicus burgonyakivonat liledékbél — tojasgyimélcsben (Solanum melongena)
végzett szelektiv dusitas révén — torténd izolalasara szolgal. A vizsgalathoz optimalis inkubalasi feltételekre van sziikség, amelyek ennél
a modszernél kerlltek meghatarozasra. A C. m. subsp. sepedonicus-t az MTNA vagy az NCP-88 taptalajon gatlé baktériumok nagy
valészinlséggel nem fogjak befolyasolni ezt a vizsgalatot (lasd a 7. szakaszt).

(®)  Ajellegzetes morfologiaju telepek leirasa a 8. szakaszban talalhaté.

("%  Atenyésztés vagy a biologiai tesztelési vizsgalat sikertelen lehet a szaprofita baktériumok altal okozott verseny vagy gatlas kévetkeztében.
Ha a szlirévizsgalatok eredményei pozitivak, de az izolalasi vizsgalatok negativak, akkor az izolalasi vizsgalatokat meg kell ismételni
ugyanazon Uledék felhasznalasaval vagy ugyanazon mintabol, a szétvagott gumok koldokrésze kozelébdl vett tovabbi edénynyalab-
szdvettel, és — szilkség esetén — Ujabb mintakat kell megvizsgalni.

(") Avélelmezett C. m. subsp. sepedonicus tiszta tenyészetek megbizhat6 azonositasara a 9. szakaszban leirt vizsgalatok elvégzése révén
keril sor.

("®) A patogenitas vizsgélat leirasa a 10. szakaszban talalhato.
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1.3. A Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus tiinetmentes burgonyanévényekbdl torténd kimutatdsinak
és azonositdsinak programja

[ Szardarabokbol allé minta (') )

( A korokozo kivonasa és koncentralasa (%) )

ALAPVETO SZUROVIZSGALATOK (3)
Szelektiv izolalas (*)/IF-teszt (°)/PCR-teszt (6)/FISH-teszt (7)
Szabadon valaszthaté kiegészité vizsgalat: biologiai tesztelési (8)

N
Jellegzetes morfologiaju telepek (*) Az Osszes elvégzett
az izolacio utan vizsgalat negativ )

C.m. subsp. sepedonicus nem

kerilt kimutatasra

9

< NEM (°) A minta nem fert6zott
C.m. subsp. sepedonicus-szal

' IG

( Tisztitds szubkulturaval )

( AZONOSITASI VIZSGALAT (') PATOGENITAS VIZSGALAT (') )

-

Mindkét vizsgalat megerésiti,
hogy a tiszta tenyészet
C.m. subsp. sepedonicus

‘ A minta nem fert6zé6tt
C.m. subsp. sepedonicus-szal

A minta fert6zott
C.m. subsp. sepedonicus-szal
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(") Az ajanlott mintaméreteket a 3.2. szakasz tartalmazza.

(3)  Akodrokozo kivonasara és koncentralasara szolgalé modszerek leirasa a 3.2. szakaszban talalhato.

®) Ha legalabb két — eltérd biologiai elveken alapulé — vizsgalat pozitiv, az izolalast és a megerdsitést el kell végezni.
Végezzen el legalabb egy szlirévizsgalatot. Amennyiben ez a vizsgalat negativ, a minta negativnak tekinthetd. Abban az esetben, ha ez
a vizsgalat pozitiv, még egy vagy tébb — eltérd bioldgiai elveken alapul6 — szlrévizsgalat elvégzése szilkséges az els6 pozitiv eredmény
megerdsitéséhez. Ha a masodik vagy a tébbi vizsgalat negativ, a minta negativnak tekinthet®. Tovabbi vizsgalatra nincs sziikség.

(*)  Aszelektiv izolacios vizsgalat és a jellegzetes morfoldgiaju telepek leirasa a 8. szakaszban talalhaté.

(®) Az IF-teszt leirasa a 4. szakaszban talalhato.

(®) A PCR-tesztek leirasa a 6. szakaszban talalhato.

(")  AFISH-teszt leirasa az 5. szakaszban talalhato.

(®)  Abiologiai tesztelési vizsgalat leirasa a 7. szakaszban talalhato.

(®)  Atenyésztés vagy a biologiai tesztelési vizsgalatok sikertelenek lehetnek a szaprofita baktériumok altal kivaltott verseny vagy gatlas

kévetkeztében. Ha a szlir6vizsgalatok eredménye pozitiv, de az izolalasi vizsgalatok negativak, akkor az izolalasi vizsgalatokat meg kell
ismételni, és — ha szikséges — tovabbi mintakat kell megvizsgalni.

("%  Avélelmezett C. m. subsp. sepedonicus tiszta tenyészetek megbizhat6 azonositasara a 9. szakaszban leirt vizsgalatok elvégzése révén
kertl sor.

(")  Apatogenitas vizsgalat leirasa a 10. szakaszban talalhato.
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2.1.

2.2.

3.1.

A GYURUS ROTHADAS TUNETEINEK SZEMREVETELEZESES VIZSGALATA

Burgonyandvények

Az eurdpai éghajlati adottsdgok kozott a tiinetek ritkdn észlelhetSk a szdnt6foldon, és gyakran csak a tenyészidd-
szak végén. Tovabbd a tiineteket gyakran elfedik mds betegségek, az dregedés vagy mechanikai sériilések, illetve azok-
kal keverik Gssze a tiineteket. Ezért a tiinetek konnyen észrevétlenek maradnak a szdnt6foldi vizsgalatok sordn. A
hervadasi tiinetek nagyon kiilonboznek a barna rothaddsnal jelentkez8kt6l; a hervadds rendszerint lasst, és eleinte a
levélszélekre korldtozddik. A fertdzott fiatal levelek gyakran tovdbbra is fejlédnek, bar a fertdzott részeken kisebb
mértékben. Ez szabdlytalan alakd levelek kialakuldsahoz vezet. A lejjebb a szdrban 1év$ edénynyaldb-szovetek elza-
rédésa dltal befolydsolt leveleken gyakran alakulnak ki klorotikus levélér kozotti foltok, melyek szine a srgétdl a
narancssargdig terjed. A fert6zott levélkék, levelek és végiil még a szdrak is elpusztulhatnak. Gyakran a levelek és a
gumok egyszertien csak elsorvadnak. Esetenként a novények visszamaradnak a fejlédésben. A honlapon megtaldl-
haté egy sor tiinet szines fényképe: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

Burgonyagumok

A legkordbbi tiinet a szovet enyhe ivegessége vagy attetszGsége a koriilotte 1év edénynyaldb-rendszer megpuhu-
lasa nélkiil, kiilonosen a koldokrészhez kozel. A koldokrészen 1évs edénynyalab-gyiirt szine kissé sotétebb lehet
a normalisndl. Az els6 konnyen azonosithaté tiinet az, amikor az edénynyalab-gy(irii sargds elszinez6dést mutat,
és a gumobol enyhe nyomdsra sajtszer(i anyag tor el8 oszlop alakban az edénynyaldbokbdl. Ez a valadék bakté-
riumok milli6it tartalmazza. Az edénynyaldb-szovet megbarnulhat, és a gumon jelentkezd tiinetek ebben a std-
diumban hasonlitanak a Ralstonia solanacearum altal okozott barna rothadds tiineteihez. El8szor ezek a tiinetek a
gytir egyik szakaszdra korldtozédhatnak, nem feltétleniil a koldokrészhez kozelire, majd fokozatosan kiterjed-
hetnek az egész gyfirtire. A fert6zés elérehaladtival az edénynyaldb-szovet pusztul; a kiilsé hancsrész elvilhat a
bels6tdl. A fertézés elérehaladott stddiumaiban a gumé felszinén repedések jelennek meg, melyek szélei gyakran
vorosesbarndk. Az utdbbi id6ben Eurépdban szdmos olyan eset volt, amikor a kzépsS hancsrész az edénynyaldb-
gytrivel parhuzamosan rothadt, ami masodlagos invédziot eredményezett belsd tiregképzdéssel és nekrozissal. A
mésodlagos gombds vagy baktériumos invézi6 elfedheti a tiineteket, és nchézzé, sét lehetetlenné is valhat, az el6-
rehaladott gy(irds rothadés tiineteinek megkiilonboztetése mas gumorothaddsoktdl. Atipikus tiinetek is lehetnek.
A honlapon megtaldlhat egy sor tiinet szines fényképe: http://forum.curopa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

MINTAELOKESZITES

Burgonyagumdék

Megjegyzés:

— A standard mintaméret 200 burgonyagum¢ vizsgélatonként. Intenzivebb mintavétel esetén tobb vizsgdlatot kell elvégezni
ekkora mintdkon. Ha ennél t6bb burgonyagumot tartalmaz a minta, az gitlishoz vagy nehezen értelmezhetd eredmények-
hez vezet. Az eljirds azonban konnyen alkalmazhaté 200-ndl kevesebb burgonyagumébdl dllé mintdkra is, amennyiben
kevesebb burgonyagumo éll rendelkezésre.

— Az aldbbiakban leirt valamennyi kimutatdsi modszer validdldsa 200 burgonyagumobdl dll6 mintdk vizsgalatdn alapszik.

- Az aldbbiakban leirt burgonyakivonat felhaszndlhat6 a burgonya barna rothadas baktérium, a Ralstonia solanacearum kimu-
tatdsdra is.

A mintael6készitést megel6z6, szabadon vélaszthaté elSkezelés:

Mossuk le a burgonyagumokat. Haszndljunk megfelel fertGtlenitdszereket (a PCR-teszt alkalmazdsa esetén klor-
vegyiileteket az esetleges korokozd DNS-ek eltdvolitdsa céljabol) és mososzereket az egyes mintdk kozott. Leve-
g6n szdritsuk meg a burgonyagumokat. Ez a lemosdsi eljdrds killonosen akkor hasznos (de nem kotelezd), ha a
mintdk foldesek, és ha PCR-tesztet vagy kozvetlen izoldldsi eljardst kell alkalmazni.

Tavolitsuk el tiszta, fertGtlenitett szikével vagy gyiimolcskéssel a burgonyagumé koldokrészén a héjat tigy, hogy
az edénynyaldb-szovetek lithatéva valjanak. Ovatosan vagjunk ki egy kis darabot az edénynyaldb-szovetbdl a
koldokrészen, és tartsuk a nem edénynyaldb-szovet mennyiségét minimalis szinten (ldsd a honlapot:
http://forum.europa.cu.int/Public/irc/sanco/Home/main

Megjegyzés:

Tegyiik félre a feltételezett tiineteket mutaté (rothadd) burgonyagumokat, és vizsgaljuk azokat kiilon.
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3.2.

3.2.1.

Ha a koldokrészbdl vett darab eltdvolitdsa sordn a gytir(is rothadds feltételezett tiinetei észlelésére keriil sor, akkor
a koldokrész kozelében a gumo elvagdsa utdn el kell végezni az adott burgonyagumé szemrevételezéses vizsgala-
tat. A feltételezett tiineteket mutato, elvagott gumokat szobahémérsékleten kell pardsitani 2 napig, majd taroljuk
a gumokat hiitdszekrényben (4-10 °C kozott) megfelel6 novény-egészségiigyi zarlati feltételek mellett a vizsgdla-
tok befejezéséig. Minden burgonyagumot (beleértve a gyants tiineteket mutatokat is), a II. melléklet szerint kell
tarolni.

A koldokrészbdl vett darabokat még nem haszndlt, becsukhaté ésfvagy lezdrhat6 egyszer haszndlatos tartdlyok-
ban gydijtsiik 6ssze (amennyiben a tartdlyok ismét felhaszndldsra keriilnek, akkor azokat alaposan ki kell tiszti-
tani, és klorvegyiiletekkel fertGtleniteni kell). A koldokrészbdl vett darabokat lehetSleg azonnal fel kell dolgozni.
Ha ez nem lehetséges, akkor azokat a tartdlyban kell térolni, puffer hozzdaddsa nélkiil, hdtott allapotban legfel-
jebb 72 6ran dt vagy szobahSmérsékleten legfeljebb 24 6rdn at. A darabok szdraddsa és pardsoddsa, valamint a
szaprofita baktériumok elszaporoddsa a tdrolds sordn akaddlyozhatja a gy(rts rothadds baktérium kimutatdsat.

Dolgozzuk fel a koldokrészbdl vett darabokat a kovetkezd eljdrdsok egyikével:

a)  Toltsiink a darabokra megfelel mennyiségli (mintegy 40 ml) kivonépuffert (3. fuggelék), és rdzzuk rotdcios
razogépen (50-100 fordulat/perc) 4 érdn at 24 °C alatt, vagy 16-24 6ran 4t hitott dllapotban.

b) Homogenizdljuk a darabokat megfelel mennyiségti (mintegy 40 ml) kivondpufferrel (3. fiiggelék) apritdgép-
ben (pl. Waring vagy Ultra Thurax), vagy lezart, egyszer haszndlatos macerdcids tasakban (pl. Stomacher
vagy Bioreba, erGs guage polietilén, 150 mm x 250 mm; sugdrzdssal sterilizdlt) gumikalapdccsal vagy meg-
felels zazoberendezéssel (pl. Homex) torténd osszeziizds Gtjan.

Megjegyzés:

A mintdk keresztbe fert6z8désének nagy a veszélye az apritdgépben torténd homogenizilds esetén. Tegyiink ovintézkedéseket az
aeroszol képzddés és a kilottyenés elkeriilése érdekében a kivondsi eljards soran. Biztositsuk, hogy frissen sterilizalt apritokések és
edények keriiljenek felhaszndldsra minden mintdndl. A PCR-teszt elvégzésekor keriiljitk el a DNS-ek dthozataldt a tartilyokon
vagy a zazoberendezésen. A PCR alkalmazdsanal az egyszer haszndlatos tasakokban torténd Gsszezizds és egyszer haszndlatos
kémesovek haszndlata ajénlott.

Fejtsiik le a feliiliszd folyadékot. Ha nagyon zavaros, iilepitsiik lasst centrifugdldssal (legfeljebb 180 g-vel, 10
percig, 4-10 °C kozotti hémérsékleten) vagy vakuumsziiréssel (40-100 pm) a szlir6t tovabbi (10 ml) kivondpuf-
ferrel dtmosva (3. fiiggelék).

Koncentrdljuk a baktérium frakciot 7 000 g-vel 15 percig (vagy 10 000 g-vel 10 percig) tarté centrifugdldssal
4-10 °C kozotti hémérsékleten, és tavolitsuk el a feliiliszo folyadékot a tiledék felkavardsa nélkiil.

Szuszpenddljuk djra a iledéket 1,5 ml iledék-pufferben (3. fiiggelék). Haszndljunk 500 pl-t a C. m. subsp.
sepedonicus-hoz, 500 pl-t a Ralstonia solanacearum-hoz és 500 pl-t referencia célokra. Adjunk hozz4 steril glicerint,
melynek végkoncentraciéja 10-25 % (v[v), a referencia mennyiség 500 pl-¢hez és a fennmarad¢ vizsgdlati mennyi-
séghez, Vortex-szel keverjitk 0ssze, és taroljuk — 16 és — 24 °C kozott (hetekig) vagy — 68 és — 86 °C kozott (ho-
napokig). A vizsgalat sordn a vizsgilati aliquotokat 4-10 °C-on tartsuk.

A t6bbszori lefagyasztds és felengedés nem ajanlott.

Ha sziikséges a kivonat széllitdsa, akkor biztositsuk, hogy a széllitds hiitStaskaban torténjen 24-48 6ran belil.

Rendkiviil fontos, hogy az Gsszes C. m. subsp. sepedonicus pozitiv kontrollt és mintat kilon kezeljik a fert8zés
elkeriilése érdekében. Ez vonatkozik az IF-lemezekre és minden vizsgélatra.

Burgonyanévények

Megjegyzés:

A ldtens C. m. subsp. sepedonicus populdciok kimutatdsahoz osszetett mintak vizsgélata ajanlott. Az eljdrds konnyen alkalmazhato
a legfeljebb 200 szardarabbdl dll6 osszetett mintdkra. (Amennyiben vizsgalatokat végziink, azoknak a vizsgalat alatt all6 n6vény-
populdcié statisztikailag reprezentativ mintdjan kell alapulniuk.)

Tiszta, fertGtlenitett késsel vagy metszGolloval tavolitsunk el egy 1-2 cm-es darabot mindegyik szar tovébél koz-
vetleniil a foldfelszin felett.
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3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

FertStlenitsiik rovid ideig a szddarabokat 70 %-os etil-alkohollal, és itatdspapiron azonnal itassuk szdrazra azokat.

Gytijtsiik a szdrdarabokat egy zdrt és steril tartdlyban a kovetkezé mintavételi eljardsoknak megfelelGen:

Dolgozzuk fel a szdrdarabokat az aldbbi eljarasok egyikével:

a)  Toltsiink a darabokra megfelel6 mennyiségli (mintegy 40 ml) kivondpuffert (3. figgelék), és razzuk roticids
razégépen (50-100 rpm) 4 6rdn 4t 24 °C alatt, vagy hiitotten 16-24 6rdn at.

b)  Azonnal dolgozzuk fel a darabokat er6s macerdcis tasakban (pl. Stomacher vagy Bioreba) torténd osszezi-
zas utjan megfelel§ mennyiségl kivondpuffer hozzdaddsaval (3. fuggelék) gumikalapdcs vagy megfelel$ zaz6-
berendezés (pl. Homex) felhaszndldsdval. Ha ez nem lehetséges, tdroljuk a szdrdarabokat hiitve legfeljebb
72 6ran at, vagy legfeljebb 24 6rdn dt szobahdmérsékleten.

Fejtsiik le a feliiliszo folyadékot 15 perces iilepités utdn.

A kivonat tovabbi iilepitése vagy a baktérium frakci6 koncentrédldsa dltaldban nem sziikséges, de sziréssel és/vagy
centrifugéldssal elérhetd a 3.1.4-3.1.6. szakaszban leirtak szerint.

Osszuk a hig vagy koncentrdlt mintakivonatot két egyenld részre. Az egyik felét tartsuk 4-10 °C kozott a vizsgd-
lat sordn, a mésik felét pedig taroljuk 10-25 % (v[v) steril glicerinben — 16 és — 24 °C kozott (hetekig) vagy — 68
és — 86 °C kozott (hdnapokig), arra az esetre, ha tovabbi vizsgalatokat kell végezni.

[F-teszt

Az alapelv

Az IF-teszt els@szdm sziirévizsgalatként torténd haszndlata ajanlott, mivel bizonyitott megbizhatdsiga a sziiksé-
ges kiiszobértékek elérésében.

Amennyiben az [F-tesztet hasznaljuk els6szama sziirGvizsgdlatként, és az IF eredménye pozitiv, mdsodik sziré-
vizsgalatként el kell végezni az izolaldsi, a PCR-vagy a FISH-vizsgilatot. Amennyiben az IF-tesztet mdsodik
szlirGvizsgélatként haszndljuk, és az IF eredménye pozitiv, tovabbi vizsgélatra van sziikség a folyamatédbranak meg-
felel6en az elemzés befejezéséhez.

Megjegyzés:

Mindig poliklonalis ellenanyagot hasznéljunk, ha az IF-tesztet haszndljuk elsészdmi szirdvizsgalatként. Abban az esetben, ha az
IF leolvasds pozitiv egy poliklondlis ellenanyaggal, a minta tovabbi sztirése egy monoklonilis ellenanyaggal specifikusabb ered-
ményt adhat, de kisebb lehet az érzékenység.

A C. m. subsp. sepedonicus egyik referenciatorzsének ellenanyagdt hasznaljuk. Ajanlott a titert minden egyes @j ellenanyag-tételre
meghatdrozni. A titer tigy van definidlva, hogy az a legmagasabb higitds, melyen optimalis reakcié megy végbe a C. m. subsp. sepedo-
nicus homoldg térzsének 10°~10° sejt/ml-es szuszpenzidja vizsgalatndl a megfelel6 fluoreszcein-izotiocianat (FITC) konjugdtumnak
a gyartd ajanldsai szerint torténd felhaszndldsa esetén. A nyers poliklondlis vagy monoklonilis ellenanyagoknak legalabb 1:2000-es
[F-titertinek kell lenniiik. A vizsgdlat sordn az ellenanyagokat a titerhez kozeli vagy azzal megegyez8 munkahigitds(ok)ban (WD) kell
haszndlni. Haszndljunk validalt ellenanyagokat (ldsd a honlapot: http:|/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

A vizsgélatot frissen készitett mintakivonatokon kell elvégezni. Sziikség esetén sikeresen elvégezhet§ — 68 és — 86 °C kozott gli-
cerin alatt tdrolt kivonatokon. A glicerin 1 ml iiledékpuffer hozzdadasaval (4. fiiggelék) eltavolithaté a mintdrdl, Gjracentrifugdlds
15 percen 4t 7 000 g-vel, és tjraszuszpenddlds azonos térfogatil iiledékpufferben. Ez gyakran nem sziikséges, kiilondsen, ha a mintalemeze-
ken a mintdkat ldng segitségével a lemezekhez rogzitjiik (ldsd 2.2).

Készitsiink kiilon pozitiv kontroll-lemezeket a homolég torzsbél vagy a C. m. subsp. sepedonicus barmely mds
referenciatorzsébdl, burgonyakivonatban — a 2. fiiggelékben leirtak szerint — és szabadon valaszthatéan pufferben
szuszpendalva.

Természetes tton fert6z8dote (liofilizdldssal vagy — 16 és — 24 °C kozotti fagyasztassal fenntartott) szovetet kell
hasznalni — amennyiben lehetséges — hasonl6 kontrollként ugyanazon a lemezen.
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4.1.

4.2.

4.3.

Negativ kontrollként olyan mintakivonatokat lehet hasznalni, melynek kordbbi vizsgdlata negativ eredményt
hozott.

Haszndljunk tobb mintahelyes targylemezeket lehetSleg 10 darab, legaldbb 6 mm dtmérgjii ablakkal.

A kontrollanyagot a mintdval/mintdkkal azonos mddon vizsgaljuk.

A tesztlemezeket a kovetkezd eljardsok egyikével készitsiik el:

i.  Viszonylag kevés keményitd iiledéket tartalmazo iiledékek esetén:

Pipettdzzunk egy kimért, meghatdrozott térfogatot (15 pl megfelels a 6 mm-es ablakdtméréhoz — nagyobb
ablakokhoz haszndljunk ardnyosan nagyobb térfogatot) az Gjraszuszpendélt burgonyaiiledék 1/100 higitasd-
bél az els6 ablakra. Ezutdn pipettdzzunk hasonlé térfogatot a higitatlan iiledékbél (1/1) a sor fennmaradd
ablakaira. A mésodik sor haszndlhat6 ismétlésként vagy egy mdsodik mintaként, amint azt az 1. dbra mutatja.

ii. Egyéb iiledékek esetén:

Készitsiink tizes higitdsi sorozatot (1/10, 1/100) az Gjraszuszpendalt iiledékbdl tledékpufferben. Pipettdz-
zunk egy meghatdrozott térfogatot (15 pl megfelel§ a 6 mm-es ablakdtméréhoz — nagyobb ablakokhoz hasz-
ndljunk ardnyosan nagyobb térfogatot) az djraszuszpenddlt tiledékbdl és mindegyik higitdsbol az ablakok
egy sorara. A masodik sor haszndlhat6 ismétlésként vagy egy masodik mintaként, amint azt a 2. dbra mutatja.

Szdritsuk a cseppeket szobahSmérsékleten vagy 40-45 °C-os hémérsékletre torténd melegitéssel. Rogzitsiik a bak-
tériumsejteket a lemezhez hevitéssel (15 percig 60 °C-on), leldngoldssal vagy 95 %-os etil-alkohollal, vagy az ellen-
anyagok széllitdjanak specifikus Gitmutatdsa szerint.

Szitkség esetén a rogzitett lemezeket ezutdn egy szdraz dobozban fagyasztva lehet tdrolni a szitkséges ideig (leg-
feljebb 3 hénapig) a tovabbi vizsgalatok elvégzését megel6zGen.

[F-eljards

i. A 4.1.1i pontban leirt tesztlemez-készitési eljards szerint:

Készitsiink egy sorozatot a kétszeres higitdsokbol. Az elsé mintahely tartalmazza a titer 1/2-ét (T/2), a tobbi
a titer 1/4-ét (T/4), a titer 1/2-ét (T/2), a titert (T) és a titer kétszeresét (2T).

ii. A 4.1.ii. pontban leirt tesztlemez-készitési eljards szerint:

Készitsiik el az ellenanyag munkahigitdsdt (WD) IF-pufferben. A munkahigitds befolydsolja a specifikussagot.

1. dbra A tesztlemez elkészitése a 4.1. 1. és a 4.3. i. pont szerint

Az ujraszuszpendalt tiledék higitdsai
1/100 1/1 11 11 11 O Az Gjraszuszpendalt
tiledék higitdsai

(T = titer) T/2 T[4 T/2 T 2T O Az antiszérum/ellenanyag
kétszeres higitdsai

1. minta

00600
Az 1. minta ismétlése vagy

2. minta . . . . .
6 7 8 9 10
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4.4.1.

4.4.2.
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2. dbra A tesztlemez elkészitése a 4.1. ii. és a 4.3. ii. pont szerint

Az antiszérum/ellenanyag munkahigitdsa

1/1 1/10  1/100 ires  f{ires [0 Az tjraszuszpenddlt tiledék
tizedes higitdsa

1. minta

0000
Az 1. minta ismétlése vagy 2.
minte .6 .7 .8 .9 .10

Rendezziik el a tesztlemezeket nedves papiron. Boritsuk a tesztablakokat teljesen az ellenanyag higitdsaval (higi-
tasaival). Az ablakokra felvitt ellenanyag térfogatinak legaldbb akkordnak kell lennie, mint az alkalmazott kivonat
térfogata.

A kovetkez§ eljardst abban az esetben kell elvégezni, ha az ellenanyagok széllitéja nem szolgaltatott specifikus
utmutatdsokat:

Lefedve inkubaljuk a tesztlemezeket nedves papiron 30 percig szobahémérsékleten (18-25 °C).

Rézzuk le a cseppeket a tesztlemezekrdl, és gondosan 6blitsiik le azokat IF-pufferrel. Aldmeritve mossuk 5 percig
[F-puffer-Tween-ben (4. fiiggelék), és ezt kovetden IF-pufferben. Keriiljiik el az aeroszolok vagy cseppek atvitelét,
ami keresztbefert6zGdéshez vezethet. Gondosan tavolitsuk el a felesleges nedvességet gyengéd felitatdssal.

Rendezziik el a tesztlemezeket nedves papiron. Boritsuk a tesztablakokat a FITC konjugdtumnak a titer meghaté-
rozdsahoz hasznalt higitdsaval. Az ablakokra felvitt konjugdtum térfogatdnak meg kell egyeznie az alkalmazott
ellenanyag térfogataval.

Lefedve inkubaljuk a tesztlemezeket nedves papiron 30 percig szobahémérsékleten (18-25 °C).
Razzuk le a konjugtum cseppeket a tesztlemezrsl. Oblitsiik és mossuk el a kordbbiak szerint (4.3.3.).
Gondosan tavolitsuk el a felesleges vizet.

Pipettdzzunk 5-10 pl 0,1 M foszfatpufferes glicerint (3. fiiggelék) vagy valamilyen kereskedelmi forgalomban kap-
hat6 fed6 oldatot minden egyes ablakra, és helyezziink fel fedélemezt.

Az IF-teszt leolvasdsa:

Tanulmdnyozzuk a tesztlemezeket epifluoreszcens mikroszkoppal az FITC gerjesztésére alkalmas sztirkkel, viz-
vagy olajimmerzié mellett, 500-1 000-szeres nagyitdsban. Alaposan vizsgdljuk at az ablakokat két egymadsra
merdleges dtmérGjiik és a keriiletiik mentén. Azon mintdk esetében, amelyekben egydltalin nem vagy csak kis
szamban mutatkoznak sejtek legaldbb 40 mikroszkép latomez6t vizsgaljunk meg.

El8szor a pozitiv kontroll-lemezt ellendrizziik. A sejteknek fényesen kell fluoreszkélniuk, és teljes mértékd fests-
dést kell mutatniuk a meghatdrozott ellenanyag titeren vagy a munkahigitdson. Az IF-tesztet (4. szakasz) meg kell
ismételni, ha a fest6dés rendellenes.

Figyeljitk meg a C. m. subsp. sepedonicus jellegzetes morfolégidjaval rendelkezd, fényesen fluoreszkalé sejteket a teszt-
lemezek tesztablakaiban (l4sd a honlapot: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). A fluoreszcencia
intenzitdsdnak meg kell egyeznie a pozitiv kontroll-torzs dltal ugyanazon ellenanyag-higitdsndl adottal. A nem telje-
sen fest6dott vagy gyengén fluoreszkalé sejteket figyelmen kiviil kell hagyni.

Ha bdrmilyen fert6zés gyantja felmeril, a vizsgdlatot meg kell ismételni. Ilyen eset lehet, amikor egy tételben
minden tesztlemez pozitiv sejteket mutat a puffer fert6z8désének kovetkeztében, vagy amikor pozitiv sejtekre
bukkanunk (a tesztablakokon kiviil) a tesztlemez bevonatan.

Sok olyan probléma létezik, amely az immunfluoreszcencids vizsgélat specifikussigdbol adédik. Az atipikus mor-
fologidja fluoreszkdld sejtek héttér-populdcioi és a keresztbe reagdld szaprofita baktériumok, melyek mérete és
morfoldgidja hasonl6 a C. m. sepedonicus-éhoz, valdszintleg eléfordulnak a burgonyagumé koldokrészébdl vett
darabokbdl és a szdr darabjaibdl készitett tiledékben.
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4.4.4.

4.4.5.

5.1.

5.1.1.

Csak a jellemz6 méretd és morfoldgidji, az ellenanyagok titerén vagy munkahigitdsan fluoreszkdld sejteket vegyiik
figyelembe, ahogy a 4.3. pontnl.

Az IF eredményének kiértékelése:

i, Ha taldlunk jellegzetes morfoldgidja, fényesen fluoreszkild sejteket, akkor hatdrozzuk meg a mikroszkop
latdmezejébe esd jellemzd sejtek szdmdnak kozépértékét, és szamitsuk ki az dGjraszuszpenddlt iiledék 1
ml-ében 1év6 jellemzd sejtek szamat (4. fiiggelék).

Az [F-teszt eredménye pozitiv azon mintdk esetében, amelyek 1 ml Gjraszuszpenddlt iiledékben legaldbb
5x10° jellemz§ sejtet tartalmaznak. Az ilyen minta potencidlisan fert6zottnek mindsiil, és tovabbi vizsgéla-
tok elvégzése sziikséges.

ii. Az IF-teszt eredménye negativ azon mintdk esetében, amelyek 1 ml Gjraszuszpenddlt iiledékben kevesebb,
mint 5x10° sejtet tartalmaznak, és az ilyen minta negativnak mindsiil. Tovébbi vizsgélatok elvégzése nem
szitkséges.

FISH-TESZT

Az alapelv

Amennyiben a FISH-tesztet haszndljuk els§ sztirévizsgalatként és pozitivnak bizonyul, akkor el kell végezni az
izolaldsi eljdrast vagy az IF-tesztet kotelez8 mdsodik sziirdvizsgdlatként. Amennyiben a FISH-tesztet mdsodik szi-
révizsgdlatként haszndljuk, és pozitivnak bizonyul, akkor a diagnosztizélds befejezéséhez tovabbi vizsgdlat sziik-
séges a folyamatdbranak megfelelGen.

Megjegyzés:
Hasznéljunk validalt C. m. subsp. sepedonicus-specifikus oligoprobakat (7. fiiggelék). Az ezzel a modszerrel végzett elézetes vizsga-

latnak lehet6vé kell tennie a kordbban negativnak vizsgdlt mintakivonathoz adott legaldbb 10°~10*/ml C. m. subsp. sepedonicus
sejt reprodukélhaté kimutatdsat.

A kovetkezd eljarast lehet6leg frissen késziilt mintakivonaton kell elvégezni, de sikeresen elvégezhetd glicerinol-
datban — 16 és — 24 °C vagy — 68 és — 86 °C kozott tdrolt mintakivonaton.

Negativ kontrollként hasznéljuk a kordbban C. m. subsp. sepedonicus-ra negativnak vizsgalt mintakivonatot.

Pozitfv kontrollnak készitsiink szuszpenziét, amely 10°~10°/ml 3-5 napos tenyészetbdl szdrmazé C. m. subsp.
sepedonicus sejtet (pl. NCPPB 4053, vagy PD 406 torzs) tartalmaz 0,01M foszfat-pufferben (PB) (elkészitését lasd a
2. fuggelékben). Készitsiink kiilon pozitiv kontroll lemezeket a homolég torzsbdl vagy a C. m. subsp. sepedonicus
barmely mds referenciatorzsébdl, burgonyakivonatban szuszpendalva, a 2. fiiggelékben meghatdrozottak szerint.

A FITC-vel cimkézett eubakterialis oligo-teszt hasznalata biztositja a hibridizacié folyamatdnak ellendérzését, mivel
megfesti a mintdban jelen lev osszes eubaktériumot.

Vizsgéljuk a kontrollanyagot a mintdval/mintdkkal azonos médon.

A burgonyakivonat fixdldsa

A kovetkezd protokoll Wullings et al. (1998) alapjan készilt:

Készitstink fixdlooldatot (lisd a 7. fiiggeléket).

Pipettdzzunk 100 pl-t mindegyik mintakivonatbdl egy Eppendorf-csébe, és centrifugdljuk 8 percig 7 000 g-vel.

Tavolitsuk el a feliilisz6 folyadékot, és oldjuk fel a tiledéket 500 pl fixdloban, melyet kevesebb, mint 24 érdval
kordbban készitettiink. Vortex-szeljiik, és inkubdljuk egy éjszakan 4t 4 °C-on.

Egy alternativ fixdld a 96 %-os etil-alkohol. Ennek haszndlatakor oldjuk fel a iiledéket az 5.1.2. lépéstél 50 ul 0,01M
PB-ben, és 50 pl 96 %-os etil-alkoholban. Vortex-szel keverjiik dssze, és inkubdljuk 4 °C-on 30-60 percig.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

Centrifugaljuk 8 percig 7 000 g-vel, tavolitsuk el a feliiliszé folyadékot, és szuszpendaljuk djra a iiledéket 75 pl
0,01 M PB-ben (ldsd a 3. fiiggeléket).

Cseppentsiink 16 pl-t a fixdlt szuszpenziébdl egy tiszta tobbablakos lemezre, ahogy a 3. dbra mutatja. Két kiilon-
b6z6 mintdt haszndljunk lemezenként higitatlanul, és haszndljunk 10 pl-t egy 1:100 higitdshoz (0,01 M PB-ben).
A maradék mintaoldatot (49 pl) tarolhatjuk — 20 °C-on 1 térfogatnyi 96 %-os etil-alkohol hozzdaddsa utdn. Abban
az esetben, ha a FISH-tesztet meg kell ismételni, tavolitsuk el az etil-alkoholt centrifugdldssal, és adjunk a mintaol-
dathoz azonos térfogatnyi 0,01 M PB-t (keverjiik 9ssze vortex-szeléssel).

3. dbra A FISH-lemez elrendezése

1. minta vak vak vak 2. minta

1. ablak 2. ablak 3. ablak 4. ablak 5. ablak

1. minta vak vak vak 2. minta

6. ablak 7. ablak 8. ablak 9. ablak 10. ablak
1. fedSlemez 2. fed6lemez

Levegdn szdritsuk meg a lemezeket (vagy lemezszdriton, 37 °C-on), és rogzitsiik azokat lelingoldssal.

Ezen a ponton az eljdrast félbeszakithatjuk, és a hibridizdciéval masnap folytathatjuk. A lemezeket pormentesen
és szarazon kell tarolni szobahémérsékleten.

El8-hibridiz4cié és hibridizacié

Készitsiink lizozim oldatot, amely 10 mg lizozimet (Sigma L-6876) tartalmaz 10 ml pufferben (100 mM Tris-
HCl, 50 mM EDTA, pH 8,0). Ezt az oldatot lehet tdrolni, de csak egyszer szabad lefagyasztani/felengedni. Ont-
siink mindegyik ablakra hozzdvetdleg 50 pl lizozim oldatot, és inkubdljuk 10 percig szobahdmérsékleten. Majd
martsuk a lemezeket dsvanytalanitott vizbe, csak egyszer és szaritsuk meg azokat sztirGpapirral.

Egy masik lehetGség, hogy a lizozim helyett 50 pl 40-400pg ml-1 proteindz-K-t adunk hozzd pufferben (20 mM
Tris-HCl, 2 mM CaCl,, pH 7,4) mindegyik ablakra, és inkubdljuk 37 °C-on 30 percig.

Dehidrataljuk a sejteket egy fokozatos — 50, 80 és 96 %-os — etil-alkohol sorozatban, mindegyikben 1 percig.
Levegdn hagyjuk megszdradni a lemezeket egy lemeztartéban.

Készitsiink egy nedves inkubdciés kamrét gy, hogy egy légmentesen zdr6d6 doboz aljdra 1x hibmix-be (7. fiig-
gelék) dztatott itatds- vagy szlirGpapirt teritiink. Végezzik el a doboz elSinkubéldsat a hibridizdcios kemencében
55 °C-on legaldbb 10 percig.

Készitsiik el a hibridizdciés oldatot (7. fiiggelék), 45 pl jusson lemezenként, és végezziink elSinkubaldst 5 percig
55 °C-on.

Helyezziik a lemezeket fit6lapra 45 °C-on, és vigyiink 10 pl hibridizacids oldatot a lemezen/lemezeken 1év6 mind
a 4 véjulatba.

Tegyiink 2 fed6lemezt (24 x 24 mm) mindegyik lemezre a leveg beszoritdsa nélkiil. Helyezziik a lemezeket az
elémelegitett nedves kamrdba, majd hibridizéljuk azokat egy éjszakdn dt a kemencében 55 °C-on s6tétben.

Készitsiink el 3 féz6poharat, melyek 1 1 ultra tiszta vizet (UPW), 1 1 1x hibmix-et (334 ml 3x hibmix és 666 ml
UPW) és 111/2x hibmix-et (167 ml 3x hibmix és 833 ml UPW) tartalmaznak. Végezziik el az el6-inkubdci6jukat
vizfiirdében 55 °C-on.

Vegyiik le a fedSlemezeket a lemezekrdl, és helyezziik a lemezeket egy lemeztartéba.

Mossuk ki a felesleges probat a f6z8pohdrban 1x hibmix-szel 55 °C-on torténd, 15 percig tartd inkubdldssal.
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5.2.10. Vigyiik 4t a lemeztartot 1/2 hibmix moséoldatba, és inkubdljuk tovabbi 15 percig.

5.2.11. Martsuk a lemezeket rovid id6re UPW-be, és tegyiik Gket sztirGpapirra. Tavolitsuk el a felesleges nedvességet a
felsziniik sz{ir6papirral torténd Gvatos leitatdssal. Pipettdzzunk 5-10pl fedGoldatot (pl. Vectashield-et, Vecta Labo-
ratories, CA, USA vagy azzal egyenértékiit) mindegyik ablakra, és takarjuk le egy nagyméretii fed6lemezzel (24 x
60 mm) az egész lemezt.

5.3. A FISH-teszt leolvasdsa

5.3.1.  Azonnal nézziik meg a lemezeket epifluoreszcens mikroszképpal 630 nm hullimhosszon vagy 1 000-szeres nagy-
itdson olajimmerzi6 mellett. Fluoreszcein-izotiociandthoz (FITC) haszndlhaté sztir6vel a mintdban 1évg eubakteri-
alis sejtek (beleértve a legtobb gram-negativ sejtet) zolden fluoreszkdlnak, Tetrametilrodamin-5-izotiociandthoz
haszndlhat¢ sztirGvel a C. m. subsp. sepedonicus Cy3-mal festett sejtjei vorosen fluoreszkalnak. Hasonlitsuk ossze a
sejtmorfologidt a pozitiv kontrollokéval. A sejteknek élénken kell fluoreszkalniuk, és teljesen meg kell festGdniiik.
A FISH-tesztet (9.4. szakasz) meg kell ismételni, ha a fest6dés rendellenes. Alaposan vegyiik szemiigyre az abla-
kokat két egymdsra merdleges dtmérdjiik és a keriiletik mentén. Azon mintdk esetében, amelyekben egyaltaldn
nem vagy csak kis szimban mutatkoznak sejtek, legaldbb 40 mikroszkép latdmezdt vizsgdljunk meg.

5.3.2.  Tanulmédnyozzuk a C. m. subsp. sepedonicus élénken fluoreszkdld, jellegzetes morfologidju sejtjeit a tesztlemezek
tesztablakaiban (lasd a honlapot: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). A fluoreszkélds intenzi-
tdsanak meg kell egyeznie, vagy erésebbnek kell lennie a pozitiv kontroll torzsénél. A tokéletlen fest6dést vagy
gyengén fluoreszkdlé sejteket nem szabad figyelembe venni.

5.3.3. Ha barmilyen fert6zés gyanija felmeriil, a vizsgdlatot meg kell ismételni. Ilyen eset lehet, amikor egy tételben
minden tesztlemez pozitiv sejteket mutat a puffer fert6z8désének kovetkeztében, vagy amikor pozitiv sejtekre
bukkanunk (a tesztablakokon kiviil) a tesztlemez bevonatan.

5.3.4.  Sok olyan probléma létezik, amely a FISH-teszt specifikussdgabdl adédik. Az atipikus morfoldgidjii fluoreszkalo
sejtek hattér-populdcioi és a keresztbe reagdld szaprofita baktériumok, melyek mérete és morfoldgidja hasonlé a
C. m. subsp. sepedonicus-¢hoz, el6fordulhatnak — bar sokkal ritkdbban, mint az [F-tesztnél — a burgonyagumoé kol-
dokrészébdl vett darabokbdl és a szar darabjaibdl készitett tiledékben.

5.3.5.  Csak a jellemzd méretd és morfoldgidja, fluoreszkdlo sejteket vegyiik figyelembe, lasd az 5.3.2. pontban.
5.3.6. A FISH-teszt eredményének kiértékelése:

i. A FISH-teszt eredménye akkor érvényes, ha a C. m. subsp. sepedonicus-ra jellemz8 méretli és morfoldgidjt,
élénkzolden fluoreszkald sejtek figyelhet6k meg FITC-sz(irG haszndlataval és élénkvorosen fluoreszkald sej-
tek a rodamin-sz{ir§ hasznalatdval az 6sszes pozitiv kontrollndl, viszont a negativ kontrollok egyikénél sem.
Ha taldlunk élénken fluoreszkald, jellegzetes morfol6gidju sejteket, becsiiljitk meg a jellemzd sejtek dtlagos
szamat mikroszkop ldtomezdénként, és szamoljuk ki a jellemz§ sejtek szamat az Gjraszuszpendalt iledék 1
ml-ére (4. fiiggelék). Azok a mintdk, amelyek legaldbb 5x10° jellemzd sejtet tartalmaznak az Gjraszuszpen-
ddlt tiledék 1 ml-ében potencidlisan fert6zottnek tekinthetk. Tovdbbi vizsgilat sziikséges. Azok a mintdk,

amelyek kevesebb, mint 5x10° jellemz§ sejtet tartalmaznak az Gjraszuszpenddlt iiledék 1 ml-ében negativ-
nak tekinthetk.

ii. A FISH-teszt negativ, ha a C. m. subsp. sepedonicus-ra jellemz8 méretli és morfoldgidjii, élénkvordsen fluo-
reszkdlo sejtek nem figyelhet6k meg rodamin-sziiré haszndlatdval, feltéve, hogy jellemzd, élénkvorosen flu-
oreszkdl6 sejtek figyelhet6k meg a pozitiv kontrollkészitményekben rodamin-sz(ir6 haszndlataval.

6. PCR-TESZT

Az alapelvek

Amennyiben a PCR-tesztet els@szdmi szlrGvizsgdlatként haszndljuk, és pozitivnak bizonyul, akkor el kell
végezni az izolaldsi vizsgdlatot vagy az IF-tesztet mdsodik, kotelezd sztirGvizsgdlatként. Amennyiben a PCR-tesztet
mdsodik sztirdvizsgalatként haszndljuk, és pozitivnak bizonyul, tovabbi vizsgélatra van sziikség a folyamatdbra-
nak megfelelSen a diagnosztizdlds befejezéséhez.

E médszer els@szdm sziirdvizsgalatként torténd teljes kord felhaszndldsa csak akkor ajanlott, ha a sziikséges spe-
cifikus szakmai ismeretek elsajdtitdsra keriiltek.
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6.1.

6.1. a)

Megjegyzés:

Az e médszerrel végzett elézetes vizsgdlatnak lehet6vé kell tennie a korabbi vizsgélatok szerint negativ mintakivonatokhoz adott
10°-10*/ml C. m. subsp. sepedonicus sejt reprodukdlhaté kimutatdsat. Optimalizaldsi kisérletekre lehet szitkség a maximalis érzé-
kenység és specifikussag eléréséhez minden laboratériumban.

Hasznéljunk validdlt PCR reagenseket és protokollokat. LehetSleg belsé kontrollal rendelkezé médszert vélasszunk.

Tegyiik meg a megfelel§ ovintézkedéseket annak érdekében, hogy elkeriiljitk a minta befert6z8dését a cél DNS-sel. A PCR-tesztet
gyakorlott technikusoknak kell végezniiik erre szolgalé molekuldris bioldgiai laboratériumokban, hogy minimalizaljuk a cél DNS-
sel val6 fert6z6dés veszélyét.

A negativ kontrollokat mindig (DNS-kivonds és PCR) tigy kell kezelni, mint végs6 mintékat az eljérds sordn, hogy
nyilvdnvalé legyen, vajon tortént-e DNS atvitel.

A kovetkez8 negativ kontrollokat kell alkalmazni a PCR-tesztnél:

- Mintakivonat, amelyet el6z6leg megvizsgaltak és a C. m. subsp. Sepedonicus-ra negativnak bizonyult.
- Puffer kontrollok, amelyeket a baktérium és a DNS mintdbdl torténd kivondsara haszndlnak.

- PCR-reakcibelegy.

A kovetkezd pozitiv kontrollokat kell alkalmazni:

~  Ujraszuszpenddlt iiledék, melyhez C. m. subsp. sepedonicus keriilt hozzdaddsra (elkészitését lisd a 2.
fuggelékben).

- Egy virulens izoldtumbél szdrmazé 10°/ml C. m. subsp. sepedonicus sejt szuszpenziéja vizben (pl. NCPPB
2140 vagy NCPPB 4053).

- Ha lehetséges, haszndljunk a pozitiv kontroll mintdkbdl szdrmazé DNS-t is a PCR-vizsgdlat sordn.

A lehetséges befertGzések elkeriilése érdekében a pozitiv kontrollokat a vizsgdlandé mintdktd! kiilondllé kornyezetben készitsiik
el.

A mintakivonatok amennyire csak lehetséges, legyenek mentesek a talajtdl. Ezért ajanlatos lehet megmosott bur-
gonyabdl késziteni a kivonatokat, amikor PCR-protokollok keriilnek alkalmazésra.

DNS-tisztitdsi modszerek
Hasznéljuk a fentiekben leirt pozitiv és negativ kontrollmintdkat.
Vizsgéljuk a kontrollanyagot a mintdval/mintdkkal azonos médon.

Kiilonféle modszerek dllnak rendelkezésre a cél DNS megtisztitdsara a komplex minta szubsztratumoktdl, melyek
eltavolitjak a PCR és mds enzimes reakciok inhibitorait, és koncentréljak a cél DNS-t a mintakivonatban.

A kovetkez8 modszer lett optimalizdlva a 6. fiiggelékben bemutatott validdlt PCR-médszernél torténd
felhaszndldsra.

A Pastrik-féle mddszer (2000):

1. Pipettdzzunk 220 pl lizis-puffert (100 mM NaCl, 10 mM tris-HCl [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) egy
1,5 ml-es Eppendorf-csGbe.

2. Adjunk hozzd 100 pl mintakivonatot, és helyezziik egy hevit§ blokkba vagy vizfiirdébe 95 °C-ra 10 percig.
3. Tegyiik a csovet jégre 5 percre.

4. Adjunk hozzd 80 pl lizozim térzsoldatot (50 mg/ml lizozim 10 mM-os tris-HCl-ben, pH 8,0), és inkubdljuk
37 °C-on 30 percig.

5. Adjunk hozz4 220 pl Easy DNA® A oldatot (Invitrogen), vortex-szel jol keverjiik dssze, és inkubdljuk 65 °C-on
30 percig.
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6.1.b)

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.3.1.

6. Adjunk hozzd 100 ul Easy DNA® B oldatot (Invitrogen), erételjesen vortex-szeljiik, amig a csapadék mér
szabadon mozog a csében, és a minta egyenletesen viszkézus lesz.

7. Adjunk hozzd 500 pl kloroformot, és vortex-szeljiik, amig a viszkozitds csokken, és az elegy homogénné
valik.

8. Centrifugdljuk 15 000 g-vel 20 percig 4 °C-on, hogy a fazisok elkiiloniiljenek, és kialakuljon az interfdzis.
9. Vigyiik dt a fels6 fazist egy 1j Eppendorf-csébe.

10. Adjunk hozzd 1 ml 100 %-os etil-alkoholt (- 20 °C) rovid ideig vortex-szeljiik, és inkubaljuk jégen 10 percig.
11. Centrifugdljuk 15 000 g-vel 20 percig 4 °C-on, és tavolitsuk el az etil-alkoholt a tiledékr6l.

12. Adjunk hozzd 500 pl 80 %-os etil-alkoholt (- 20 °C), és keverjiik dssze a cs@ atforgatdsval.

13. Centrifugdljuk 15 000 g-vel 10 percig 4 °C-on, drizziik meg a tiledéket, és tdvolitsuk el az etil-alkoholt.

14. Hagyjuk a iiledéket megszdradni a levegén vagy egy gyors DNS viakuumszdritoban.

15. Szuszpenddljuk ujra aziiledéket 100 pl steril UPW-ben, és hagyjuk szobahémérsékleten legalabb 20 percig.
16. Téroljuk — 20 °C-on amig a PCR-hez sziikség lesz rd.

17. Centrifugdldssal tilepitsiik le a fehér csapadékot, és vegyiink 5 pl-t a DNS-t tartalmazé feliiltisz6 folyadékbol
a PCR-hez.

Egyéb modszerek

Egyéb DNS kivondsi mddszerek, pl. a Qiagen DNeasy Plant Kit is alkalmazhat6k, feltéve, hogy bizonyitottan ugya-
nennyire hatékonyan végzik a DNS-tisztitdst 10°~10*/ml kérokoz6 sejtet tartalmazé kontroll mintdkbol.

PCR

Készitsiink teszt és kontroll templdtokat a PCR-hez a validdlt protokolloknak megfelelSen (6. fiiggelék). Készit-
siink tizszeres higitdst a minta DNS-kivonatbdl (1:10 UPW-ben).

Készitsiik el a megfeleld PCR reakcibelegyet fert6zésmentes kérnyezetben a kozzétett protokollok szerint (6. fiig-
gelék). Amennyiben lehetséges, ajdnlatos a multiplex PCR-protokoll haszndlata, amely magdban foglal egy belsg
PCR-kontrolt is.

Adjunk 5 pl DNS-kivonatot 25 pl PCR reakcidelegyhez steril PCR-csévekben.

Vonjunk be egy negativ kontroll mintat, amely csak PCR reakcidelegyet tartalmaz, és adjunk hozzd UPW-t, mely
ugyanabbdl a forrdsbél szdrmazzon, mint amit a PCR reakcidelegyben a minta helyén hasznaltunk.

Helyezziik a csoveket ugyanabba a thermal cycler-be, melyet az el6zetes vizsgalat sordn hasznéltunk, és futtassuk
le a megfelelGen optimalizalt PCR-programot (6. fiiggelék).

A PCR termék elemzése

Elemezziik a PCR-fragmentumokat agar6zgél-elektroforézissel. Futtassunk legaldbb 12 pl felszaporitott DNS reak-
cibelegyet mindegyik mintdbdl, 3 pl betoltSpufterrel keverve (6. fiiggelék) 2,0 %-os (m/v) agarézgélben tris-acetdt-
EDTA (TAE) pufferben (6. fiiggelék) 5-8 V/cm-en. Haszndljunk megfelel6 DNS markert, pl. 100 bp ladder-t.

Fessitk a DNS ldncokat etidium-bromiddal (0,5 mg/liter) 30-45 percig, kell§ évintézkedések mellett dolgozzunk
ezzel a mutagénnel.

Tanulmédnyozzuk a megfestett gélt rovidhullima UV 4tvildgitds (\ = 302 nm) mellett a varhaté méretd felerdsitett
PCR termékekre nézve (6. fiiggelék), és dokumentaljuk.
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7.2

7.3.

7.3.3.

Minden 4j leletnél/esetnél igazoljuk a PCR-fragmentum hitelességét restrikcios enzimanalizissel, melyet a mara-
dék felszaporitott DNS-bl szarmazé mintdn végezziink el optimalis hémérsékleten és ideig inkubdlva a megfe-
lel6 enzimmel és pufferrel (ldsd a 6. fuggeléket). Elemezziik a feltart fragmentumokat agardzgél-elektroforézissel,
mint kordbban, és tanulmdnyozzuk a jellegzetes restrikcios fragmentum mintazatot UV dtvildgitds mellett etidium-
bromid festés utdn, és hasonlitsuk dssze a feltdratlan és a feltart pozitiv kontrollal.

A PCR-teszt eredményeinek kiértékelése:

A PCR-teszt negativ, ha a C. m. subsp. sepedonicus-specifikus varhaté méretdi PCR-fragmentum nem mutathaté ki
a kérdéses mintdban, viszont kimutathaté valamennyi pozitiv kontroll mintdban (a bels6 kontroll primerekkel
végzett multiplex PCR esetében: egy mdsodik varhaté méretii PCR-terméket kell felerésiteni a kérdéses mintdval

egyiitt).

A PCR-teszt pozitiv, ha a C. m. subsp. sepedonicus-specifikus virhaté méreti PCR-fragmentum és (amennyiben
sziikséges) a restrikcids mintdzat kimutathat6, feltéve, hogy az nem erdsodott fel valamelyik negativ kontroll min-
tatol. A pozitiv eredmény megbizhaté megerdsitése elérhetd a vizsgdlat megismétlésével a PCR primerek mdsodik
sorozatdn (9.3. szakasz).

Megjegyzés:

A PCR gitldsa gyanithatd, ha a virhaté fragmentumot nyerjiik a vizben 1évé C. m. subsp. sepedonicus-t tartalmazé pozitiv kontroll
mintabol, viszont negativ eredményeket kapunk a burgonyakivonatban 1év8 C. m. subsp. sepedonicus-t tartalmazé pozitiv kontrol-
lokbdl. A belsé PCR kontrollal rendelkezé multiplex PCR-protokollokban jelzik a reakci6 gétldsat, ha a két fragmentum egyike
sem keriil kinyerésre.

Gyanithat6 a fert6zés, ha a virhat6 fragmentumot nyerjiik egy vagy tobb negativ kontrollbél.

BIOLOGIAI TESZTELESI VIZSGALAT

Megjegyzés:

Az ezzel a mddszerrel végzett elGzetes vizsgalatnak lehet6vé kell tennie a korabbi vizsgalatokban negativnak bizonyult mintaki-
vonatokhoz (elkészitését lasd a 2. fiiggelékben) adott 10°~10*/ml C. m. subsp. sepedonicus telepalkoté egység reprodukalhatd
kimutatdsat.

A kimutatds érzékenysége varhatoan akkor lesz a legmagasabb, ha frissen készitett mintakivonatot haszndlunk, és
optimélis szaporodisi feltételeket biztositunk. A mddszert azonban sikeresen lehet alkalmazni olyan kivonato-
kon, amelyeket glicerinnel — 68 és — 86 °C kozott taroltunk.

Néhany tojdsgyiimolcs-fajta kivalé szelektiv dusitdsi taptalajt jelent a C. m. subsp. sepedonicus szaporoddsdhoz még
a tinetek hidnyaban is, és ugyancsak kivalé megerdsit6 gazdanovény-vizsgélatra ad lehetGséget.

A szaporodasi feltételeknek optimalisaknak kell lenniiik a hamis negativ vizsgélati eredmények kockdzatdnak csok-
kentése érdekében.

A novénynevelés részleteit lisd a 8. fuggelékben.

Osszuk el teljes egészében az Gjraszuszpendalt iiledék vizsgdlati mennyiségeinek a 3.1.6. és a 3.2.5. szakaszban
megmaradd részét a tojasgyiimoles-novények kozott az aldbbiakban megadott médszerek egyikével (7.3. vagy
7.4.). 2-3 leveles novényeket hasznéljunk, a harmadik valddi levél teljes kifejl6déséig. Az tjraszuszpendalt tiledék
teljes hasznositdsdnak biztositdsa, valamint a hatékony beoltds érdekében az aldbbiakban felvazolt eljardshoz
15-25 tojasgytimolcs-novényre lesz szitkség mintanként.

Ne ontozzik a tojdsgylimoles-novényeket 1-2 napig a beoltdst megel6z8en a turgornyomds csokkentése
érdekében.

Bemetszéses beoltds

Két ujjunk kozott tartva a novényt, pipettdzzunk egy csepp (mintegy 5-10 pl) szuszpendalt iiledéket a szdrra a
sziklevelek és az els levél kozé.

Steril szikével ejtsiink dtlos bemetszést, amely mintegy 1,0 cm hosszii és a mélysége koriilbeliil a szdrvastagsdg
2[3-a, a vagds a iiledékesepptdl induljon.

Zarjuk le a bevdgist fecskend6bdl kinyomott steril vazelinnel.
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7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

7.10.

Befecskendezéses beoltds

Oltsuk be a tojasgyiimélcs-novények szdrdt kozvetlenill a sziklevelek felett injekcids tivel elldtott fecskend@vel
(legaldbb 23G). Osszuk el a mintét a tojdsgyiimoles-novények kozott.

Pozitiv kontrollként oltsunk be ugyanazzal a beoltdsi modszerrel (7.3. vagy 7.4.) 5 novényt egy ismert C. m. subsp.
sepedonicus tenyészet 10°~10°/ml sejtet tartalmazé vizes szuszpenzibjaval, és — amennyiben lehetséges — termé-
szetesen fert6z6dott gumo szovettel (lasd a 4. szakaszt).

Negativ kontrollként oltsunk be ugyanazzal a beoltdsi médszerrel (7.3. vagy 7.4.) 5 novényt steril tiledékpufferrel.

Inkubdljuk a névényeket novény-egészségiigyi zdrlati létesitményekben 4 héten keresztiil 18-24 °C-on, elegendd
fény és magas relativ paratartalom (70-80 %) mellett, valamint a megfelel§ 6nt6zés biztositasdval, hogy megel§z-
ziik a vizzel valé atitatdddst, vagy a vizhidny okozta hervaddst. A C. m. sepedonicus sejtek elpusztulnak 30 °C felett,
az optimdlis h6mérséklet pedig 21 °C. A fertSzések elkeriilése érdekében inkubdljuk a pozitiv és a negativ kont-
rollnévényeket jol elkiilonitett padokon, iiveghdzban vagy nevel kamrdban, abban az esetben, ha a tér korlato-
zott, biztositani kell a kezelések kozotti szigort elkiilonitést. Ha az eltéré mintdkhoz tartozé novényeket egymds
kozelében kell inkubdlni, kiilonitsiik ket el egymdstol megfelel§ vélaszfallal. A mitragydzasnal, az 6ntozésnél, a
szemrevételezésnél és minden mds beavatkozdsndl forditsunk kiemelt figyelmet a keresztbe fert6z3dés elkeriilé-
sére. Alapvetd fontossagti, hogy az tiveghdzat és a nevel kamrdt a rovarkdrtevéktdl mentesen tartsuk, mivel azok
atvihetik a baktériumot egyik mintdrdl a masikra.

Rendszeresen ellendrizziik az egy hét elteltével megjelend tiineteket. Szamoljuk meg a tiineteket mutaté novénye-
ket. A C. m. subsp. sepedonicus a levelek hervaddsat okozza a tojdsgytimoles-névényeknél, amely kezd&dhet levél-
széli vagy levélerek kozotti petyhiidtséggel. A hervadt szovet kezdetben sotétzold vagy foltos lehet, de elhalvanyul
miel6tt nekrotikussd valna. A levélerek kozotti hervadt szovetek gyakran zsirosnak és vizzel titatottnak ttinnek.
A nekrotikus szovet széle gyakran vildgossirga. A novények nem feltétleniil pusztulnak el; minél hosszabb id6
telik el a tinetek megjelenéséig, anndl nagyobb az esélyiik a tdlélésre. A novények kinShetik a fert6zést. A fiatal
tojdsgyiimoles-novények sokkal fogékonyabbak a C. m. subsp. sepedonicus gyér populdciéira, mint az id8sebb nové-
nyek, ezért sziikséges 3 leveles allapotban vagy kozvetlenill az eltt 1évé novényeket haszndlni.

A hervaddst a gumoészovet-iiledékben taldlhaté mds baktériumok vagy gombdak populdcidi is kivalthatjék. Ezek
kozé tartozik a Ralstonia solanacearum, az Erwinia carotovora subsp. carotovora és az E. carotovora subsp. atroseptica,
az Erwinia chrysanthemi, a Phoma exigua var. foveata, valamint a szaprofita baktériumok népes populdciéi. Kiillono-
sen az Erwinia chrysanthemi okozhat a C. m. sepedonicus tiineteihez nagyon hasonld levéltiineteket és hervadast. Az
egyetlen kiilonbség az, hogy az Erwinia chrysanthemi dltal okozott fert6zések esetében a szdr elfeketedik. Az egyéb
hervaddsokat meg lehet kiilonbéztetni a C. m. subsp. sepedonicus dltal okozottaktdl, mivel egész levelek vagy egész
novények gyorsan elhervadnak. Gram-festést is lehet végezni: ezzel a vizsgalattal meg lehet killonboztetni a C. m.
subsp. sepedonicus-t az Erwinia-fajoktol.

Amint a tiinetek megjelennek a tojdsgyiimolcs-novényeken, el kell végezni az ujraizolaldst a novényekbdl vett
hervadt levélszovet vagy szdrszovet felhasznédldséval (ldsd a szvetmacerdcios eljardst a 3.1.3. pontban). Fert6tle-
nitsiik a tojdsgyiimoles-novény leveleit és szdrait 70 %-os etil-alkohollal val6 letorléssel. Végezziink IF-tesztet vagy
PCR-t a tojasgytimolcs nedvén, és izoldljuk megfelel§ (szelektiv) tdptalajra (ldsd a 8. szakaszt). A Gram-festést
(9. fiiggelék) is el lehet végezni. Azonositsuk a vélelmezett C. m. subsp. sepedonicus megtisztitott tenyészeteit, és
igazoljuk a patogenitdst (ldsd a 9. és 10. szakaszt).

Bizonyos koriilmények kozott, kiilondsen, amikor a szaporoddsi feltételek nem optimélisak, lehetséges lehet, hogy
a C. m. subsp. sepedonicus latens fert6zés formajaban létezzen a tojdsgytimolcs-novényekben még 4 hetes inkubd-
ldsi id8szak utdn is. Ha 4 hét utdn nem figyelhet6k meg tiinetek, akkor végezziink IF-/PCR-vizsgdlatot az egyes
tesztnovények szdrdnak a beoltds helye feletti részérdl vett 1 cm-es darabokbdl dll6 6sszetett mintdn. Ha a vizs-
gélat pozitiv, jraizolaldst kell végezni megfelel§ (szelektiv) tdptalajon a 8. szakaszban leirt eljardst kovetSen. Azo-
nositsuk a vélelmezett C. m. subsp. sepedonicus megtisztitott tenyészeteit, és igazoljuk a patogenitast (9. és 10.
szakasz).

A bioldgiai tesztelési vizsgalat eredményeinek kiértékelése

Ervényes biolbgiai tesztelési vizsgdlati eredményeket akkor kapunk, ha a pozitiv kontrollnovények jellemzé tiine-
teket mutatnak, a baktériumokat Gjra lehet izoldlni ezekrdl a novényekrdl, és a negativ kontrollokon nem taldl-
haték tiinetek.

A bioldgiai tesztelési vizsgdlat negativ, ha a tesztnovények nem fertézottek C. m. subsp. sepedonicus-szal, és fel-
téve, hogy az C. m. subsp. sepedonicus kimutathaté a pozitiv kontrollokban.

A bioldgiai tesztelési vizsgalat pozitiv, ha a tesztnovények fert6zottek C. m. subsp. sepedonicus-szal.
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A C. M. SUBSP. SEPEDONICUS IZOLALASA
Megjegyzés:

A diagnosztizéls csak akkor fejezédik be, ha a C. m. subsp. sepedonicus izoldldsra, majd azonositdsra keriil (lisd a 9. szakaszt),
amit a patogenitds vizsgdlat megerdsit (10. szakasz). Bar a C. m. subsp. sepedonicus vélogatds kdrositd, tiineteket mutaté szovetbdl
izolalhaté.

Azonban novekedésben lehagyhatjdk a gyorsan szaporodé szaprofita baktériumok, és ezért izoldldsa kozvetlentil
gumo- vagy szarszovet iiledékbdl (3.1.6. vagy 3.2.5. szakasz) nehéz. Szelektiv tdptalajon és a koldokrészbdl vett
darabokbdl vagy a szdrdarabokbdl szdrmazé, Gjraszuszpendalt iiledék megfeleld higitisdval a C. m. subsp. sepedo-
nicus kozvetlen izoldldsa lehetséges lehet.

Az izoldlast tiineteket mutaté burgonyagumokbdl vagy szdrdarabokbdl kell elvégezni, valamint tojasgyiimélcs-
n6vényekbdl, ha tiinetek nem figyelhet6k meg, de az dsszetett mintdn végzett IF-/PCR-vizsgélat pozitiv volt (ldsd
a 7.10. szakaszt). A tojasgytimolcs-novények szdrainak macerdldsat — sziikség esetén — a 3.1.3. szakaszban leirtak
szerint kell elvégezni.

Porzitiv kontrollként készitsiink tizszeres higitdsokat C. m. subsp. sepedonicus 10° cfu/ml-es szuszpenzi6jabél (pl.
NCPPB 4053 vagy PD 406). A fert6zés lehetségének elkeriilése érdekében, a pozitiv kontrollokat a vizsgdland6
mintdktdl teljesen elkiilonitve készitsiik el.

A szelektiv tdptalaj minden egyes Gjonnan elkészitett tételénél meg kell vizsgalni, hogy az megfelel6-e a kéro-
kozé szaporoddsa szempontjdb6l, miel6tt a rutin mintdk vizsgdlatandl felhasznaldsra keriilne.

A kontrollanyagot a mintdval/mintdkkal azonos mddon vizsgaljuk.

Szelektiv lemeztenyésztés

Ujraszuszpenddlt burgonyakivonat-minta vagy tojasgyiimdlcs-novény nedv 100 pl-nyi ennyiségébdl készitsiink
10-szeres higitasokat iiledékpufferben (3. fiiggelék).

A higitatlan burgonyaiiledékbdl végzett izoldlds rendszerint sikertelen a Cms nehezen kielégithetS szaporodasi
szokdsai és a szaprofitdk dltal okozott verseny kovetkeztében. Mivel a baktérium dltaldban népes populdcidkban
van jelen a fert6zott szovetekben, a szaprofitakat dltaldban ki lehet higitani, mikozben a patogén megmarad. Ezért
ajanlatos 100 pl-t széleszteni mindegyik mintdb6l, 1/100-astél egészen 1/10 000-es higitdsig MTNA téptalajra
vagy NCP-88 taptalajra (5. fiiggelék) (ha 90 mm atmérdjli Petri-csészéket haszndlunk, akkor igazitsuk hozzd a
térfogatot az alternativ csészemérethez), szélesztébot (jéghokibot) és szélesztéses lemeztenyésztési technika
felhasznaldsaval.

Megjegyzés:

Alternativ stratégidt az jelent, ha a burgonyaiiledék kezdeti 100 pl aliquot térfogatdt szélesztjilk az elsé agarlemezre a szélesztd-
kengyellel, majd a szélesztSkengyelt tovébbvisszitk a mdsodik agarlemezre, ahol szétkenjiik a kengyelen maradt maradékot; végiil
ugyanezt megismételjiik a harmadik lemezzel, igy a higitdsos lemeztenyésztésnek megfelel6 hatdst ériink el a szélesztSkengyellel.

Inkubdljuk a lemezeket s6tétben 21-23 °C-on.

A lemezek elsG vizsgélataira, beleértve — a kontroll-lemezekhez val6 viszonyitdssal — a C. m. subsp. sepedonicus-
szer(i telepek megszdmoldsat, 3 nap utdn keriil sor, amit tovabbi szdmolds kovet 5, 7, és végiil 10 nap utdn.

A gyaniis telepek tisztitdsa
Megjegyzés:

A C. m. subsp. sepedonicus-szerii telepek szubkultirdit YGM tdptalajon kell 1étrehozni a tojdsgyiimolcs-novények beoltdsihoz
és/vagy a késébbi azonositishoz; ezt a lemezek tdlzott tilszaporodottd valdsa el6tt kell elvégezni, vagyis lehetSleg 3—5 nap utan.

Szélessziik kaccsal a C. m. subsp. sepedonicus-szerti telepeket a kovetkezd tdptalajok egyikére: (0sszetételitket ldsd
az 5. fiiggelékben):

dextroz-tapagar (kizdr6lag a szubkultdrdndl torténd felhasznaldsra),
éleszté-pepton-glitk6z agar,
élesztSkivonat-dsvanyi s6 agar.

Inkubdljuk 21-24 °C-on 10 napig.
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8.2.2.

8.2.3.

9.1.

A C. m. subsp. sepedonicus lassan szaporodik, dltaldban 10 napon beliil hozza létre gombostiifejnyi, krémszind,
dombort telepeit. (A C. m. subsp. sepedonicus jellegzetes telepeinek fényképei megtaldlhatok a honlapon:
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Ujraszélesztés kaccsal a tisztasdg elérése céljabél

A szubkulttirdval javul a szaporoddsi rdta. A jellegzetes telepek krémfehérek vagy elefintcsontszintek, alkalman-
ként sirgdk, kerekek, simdk, kiemelkedk, konvex dombortiak, nyalkds-folydsak, ép szélekkel és az dtmérgjik
rendszerint 1-3 mm.

Egy egyszerti Gram-festés (9. fiiggelék) segithet a telepek kivalasztdsaban a tovabbi vizsgalathoz.

Azonositsuk a vélelmezett tenyészeteket (ldsd a 9. szakaszt), és végezziik el a patogenitds vizsgélatot (lasd a 10.
szakaszt).

AZONOSITAS

Azonositsuk a vélelmezett C. m. subsp. sepedonicus izoldtumok tiszta tenyészeteit az aldbbiak koziil legaldbb két —
eltérd bioldgiai elveken alapuld — vizsgélat felhasznaldsaval.

Haszndljunk ismert referencia torzseket — amennyiben helyénvalé — mindegyik elvégzett vizsgalatnal.

Tépanyaghasznositdsi és enzimes azonositdsi vizsgdlat

Hatdrozzuk meg a kovetkezd fenotipusos jellemzdket — amelyek dltalinosan megfigyelhet6k vagy nem taldlhat6k
meg a C. m. subsp. sepedonicus-nal — Lelliott és Stead (1987), Klement et al. (1990), Schaad (2001), Anonymous
(1987) modszerei szerint.

Valamennyi tdptalajt inkubdlni kell 21 °C-on, és meg kell vizsgalni hat nap elteltével. Ha nincs novekedés, akkor
inkubéljuk 20 napon 4t.

Minden vizsgilatba be kell vonni egy ismert C. m. subsp. sepedonicus kontrollt. A tdpanyaghasznositdsi és az élet-
tani vizsgdlatokat a tdpagar szubkultirdkbdl vett inokulumok felhaszndldsdval kell elvégezni. Morfoldgiai
osszehasonlitdsokat kell végezni a dextroz-tipagar tenyészetekbdl.

Vizsgdlat Vdrhat6 eredmény

Oxidéciés[Fermentdcids (OfF) vizsgdlat Inaktiv vagy gyengén oxidativ
Oxidaz-aktivitds -

Szaporodds 37 °C-on -
Uredz-aktivitds -
Eszkulin-hidrolizis +
Keményits-hidrolizis — vagy gyenge
7 %-o0s NaCl tolerancia -
Indolképzsdés -
Kataldz-aktivitds +
H,S-képzsdés -
Citrt-hasznositds -

Zselatin elfolyésitdsa -
Savképz8dés glicerinbdl -
Savképz3dés lakt6zbol — vagy gyenge
Savképz3dés ramndzbdl -
Savképz3dés szalicinbdl -

Gram-festés (9. fuggelék) +



L 182/24

Az Eurdpai Unidé Hivatalos Lapja

2006.7.4.

9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

10.

10.1.

IF-teszt

a)  Készitsiink egy szuszpenziét, amely hozzavetsleg 10°/ml sejtet tartalmaz IF-pufferben (3. fiiggelék).

b)  Készitsiik el a megfeleld antiszérum kétszeres higitdsi sorozatat.

¢) Végezzik el az IF eljardst (4. szakasz).

d) Az IF-teszt pozitiv, ha a tenyészet IF-titere egyenld a pozitiv kontrolléval.

PCR-teszt

a)  Készitsiink hozzdvetSleg 10°/ml sejtet ultra tiszta vizben (UPW) tartalmazé szuszpenziot.

b) Hevitsiink 100 pl sejtszuszpenziét lezdrt csovekben hevitd blokkban vagy forrdsban 1évs vizfiirdGben
100 °C-on 4 percig. Ha sziikséges, frissen készitett 0,05 M végkoncentraci6ji NaOH hozzdaddsa segitheti a
sejtbomldst. A mintdkat ezutdn — 16 és — 24 °C kozott tarolhatjuk, amig sziikséges.

¢)  Alkalmazzuk a megfelel PCR-eljardsokat a C. m. subsp. sepedonicus-specifikus fragmentumok felszaporita-
sara (pl. Pastrik, 2000; ldsd a 4. fuggeléket; Li és de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik és Rainey, 1999;
Schaad et al., 1999).

d) A C. m. subsp. sepedonicus pozitiv azonositdsa megvalosul, ha a PCR fragmentumok azonos méretiiek, és
azonos restrikciés fragmentumhossz polimorfizmusokkal rendelkeznek, mint a pozitiv kontrolltérzs eseté-
ben képzddottek.

FISH-teszt

a)  Készitsiink egy szuszpenzi6t, amely hozzdvetsleg 10°/ml sejtet tartalmaz UPW-ben.

b)  Végezziik el a FISH-eljdrdst (5. szakasz).

¢) A FISH-teszt pozitiv, ha ugyanazokat a reakciokat kapjuk a tenyészetnél és a pozitiv kontrollndl.

Zsirsav meghatdrozds (FAP)

a)  Szaporitsuk a tenyészetet triptikdz-szdja agaron (Oxoid) 72 6ran 4t 21 °C-on (+]- 1°).

b)  Alkalmazzuk a megfelels FAP eljardst (Janse, 1991; Stead, 1992).

¢) A FAP vizsgdlat pozitiv, ha a vélelmezett tenyészet profilja megegyezik a pozitiv kontrolléval. A jellegzetes
zsirsavak jelenléte, azaz 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0 és 17:0 Anteiso, erSteljesen a
C. m. sepedonicus-ra utal. Mds nemzetségek, mint példdul a Curtobacterium, az Arthrobacter és a Micrococcus,
szintén rendelkeznek ezen savak némelyikével, de a 15:1 Anteiso A ritka ezekben a baktériumokban, viszont
minden Clavibacter fajban megtaldlhaté 1-5 %-ban. A C. m. sepedonicus esetében ez az érték dltaldban 5 %
koriili.

BOX-PCR

a)  Készitsiink egy szuszpenziot, amely hozzavetsleg 10°/ml sejtet tartalmaz UPW-ben.

b)  Végezziik el a vizsgélatot az eljdrds szerint (Smith et al., 2001).

MEGERGSITS VIZSGALAT

A patogenitas vizsgdlatot el kell végezni a C. m. subsp. sepedonicus diagnosztizdldsdnak végsG megerdsitésére, és a

C. m.

subsp. Sepedonicus-ként azonositott tenyészetek virulencidjanak felmérésére.

Készitsiink a vizsgdlandé izoldtum 3 napos tenyészetébsl hozzévetsleg 10°/ml sejtet tartalmazé oltdanyagot, és
egy C. m. subsp. sepedonicus torzsbSl megfelel§ pozitiv kontrollt.
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10.2.  Oltsuk be 5-10 fiatal, 3 leveles korban 1év§ tojasgyiimolcs-paldnta szdrat (7.3. vagy 7.4. szakasz).

10.3.  Inkubdljuk 18-24 °C-on clegendd fény és magas relativ pdratartalom mellett, valamint a megfelel6 6nt6zés biz-
tositdsaval, hogy megel6zziik a vizzel val6 dtitatéddst, vagy a szdrazsdg okozta stresszt (7.7. szakasz). A tiszta
tenyészeteknél a tipikus hervaddsnak 2 héten beliil be kell kovetkeznie, de azokat a novényeket, amelyeken nem
mutatkoznak tiinetek (ldsd a 7.8. szakaszt) ezen id@szak letelte utdn, inkubdlni kell 3 héten 4t a tojdsgyiimdles
novekedését elsegité hdmérsékleten, amely nem haladhatja meg a 25 °C-ot (8. fiiggelék). Ha 3 hét utdn nem
mutatkoznak tiinetek, akkor nem lehet megerdsiteni, hogy a tenyészet a C. m. subsp. sepedonicus patogén formdja.

10.4.  Izoldljunk a tiineteket mutaté novényekbdl a szar egy darabjdnak a beoltdsi pont felett mintegy 2 cm-rel torténd
eltdvolitdsdval. Zazzuk ossze és szuszpenddljuk kis mennyiségi steril desztilldlt vizben vagy 50 mM foszfat-
pufferben (3. fuggelék). Izoldljuk a szuszpenziobdl kengyellel vagy kaccsal végzett higitdsos szélesztéssel MTNA
vagy YPGA tdptalajra (5. fiiggelék), inkubdljuk 3-5 napon 4t 21-23 °C-on, és figyeljik meg a C. m. subsp.
sepedonicus-ra jellemz§ telepek kialakuldsat.

1. fliggelék

A protokollok optimalizdldsiba és validilisiba bevont laboratériumok

Laboratérium (1) Telepiilés Orszdg
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Bécs és Linz Ausztria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgium
Plantedirektoratet Lyngby Dénia
Central Science Laboratory York Anglia
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skécia
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Franciaorszag
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Franciaorszag
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Németorszdg
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Németorszag
State Laboratory Dublin [rorszdg
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Hollandia
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Aas Norvégia
Centre
Direc¢do-Geral de Protec¢io das Culturas Lisszabon Portugdlia
Nacionalni institut za biologijo Ljubljana Szlovénia
Centro de Diagndstico de Aldearrubia Salamanca Spanyolorszdg

(') Kapcsolattartd kutatok: ldsd a honlapot http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).
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2. fiiggelék

A pozitiv és a negativ kontrollok elkészitése az alapvetd sziirGvizsgilatokhoz: a PCR[IF- és a FISH-teszthez

Készitsiink 72 ords tenyészetet a C. m. subsp. sepedonicus egy virulens torzsébsl (NCPPB 4053 vagy 406) alap MTNA tdp-
talajon, és szuszpenddljuk 10 mM foszft-pufferben, hogy hozzévetsleg 1-2 x 10® cfu/ml sejtstirtiséget kapjunk. Ezt rend-
szerint kissé zavaros szuszpenzi6val érjiik el, amely 0,2-es optikai stiriségnek felel meg 600 nm-nél.

Tavolitsuk el a koldokrész egy darabjit 200 burgonyagumoébdl, melyek egy fehér héja fajtdbol szarmaznak, és ismeretes,
hogy mentesek a C. m. subsp. sepedonicus-t6l.

Dolgozzuk fel a koldokrészeket a szokdsos médon, és szuszpenddljuk tjra a iiledéket 10 ml-ben.
Készitstink 10 steril 1,5 ml-es mikrocsovet 900 pl Gjraszuszpendalt tiledékkel.

Vigyiink 100 pl C. m. subsp. sepedonicus szuszpenziot az elsé mikrocsSbe. Vortex-szel keverjiik ssze.
Hozzuk étre a fert8zés tizedes szintjeit tovabbi higitdssal a kovetkez8 6t mikrocsSben.

A hat fert6zott mikrocsovet pozitiv kontrollként fogjuk hasznalni. A négy nem fert6zott mikrocsovet negativ kontrollként
fogjuk haszndlni. Ennek megfelelGen cimkézziik a mikrocsoveket.

Készitstink 100 pl mennyiségeket steril 1,5 ml-es mikrocsovekben, igy 9 ismétlést alakitva ki mindegyik kontrollmintdbol.
Téroljuk — 16 és — 24 °C kozott a felhaszndldsig.

Az C. m. subsp. sepedonicus jelenlétét és kvantifikdldsat a kontrollmintdkban el@szor IF-teszttel kell megerdsiteni.

A PCR-teszthez végezziink DNS-kivondst a pozitiv és a negativ kontrollmintdkbol minden egyes vizsgélatiminta-sorozat
esetében.

Az IF- és a FISH-tesztekhez végezziink vizsgdlatokat a pozitiv és a negativ kontrollmintdkon minden egyes
vizsgélatiminta-sorozattal.

Az IF-, a FISH- és a PCR-vizsgdlatokhoz a C. m. subsp. sepedonicus-t legalabb 10° és 10* sejt/ml koncentraciéban kell kimu-
tatni a pozitiv kontrollokban, és a negativ kontrollok egyikében sem szabad, hogy kimutathaté legyen.
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3. fiiggelék

Pufferek a vizsgilati eljirdsokhoz.

ALTALANOS: A felbontatlan sterilizalt puffereket egy évig lehet térolni.

1.

1.1.

1.2.

2.1.

Pufferek a kivondsi eljirdshoz

Kivond-puffer (50 mM foszfdt- puffer, pH 7,0)

Ez a puffer a baktériumnak a novényi szovetekbsl homogenizdlds vagy rdzds ttjan torténd kivondsdra szolgal.

Na,HPO, (vizmentes) 426g
KH,PO, 272g
Desztillalt viz 1,00 liter

Oldjuk fel az 6sszetevdket, ellendrizziik a pH-t és sterilizdljuk autokldvban 121 °C-on 15 percig.

Az aldbbi kiegészitd Gsszetevék hasznosak lehetnek:

Rendeltetés Mennyiség (literenként)
Lubrol-pelyhek Diszpergdloszer (') 05g
DC Silicone habzdsgatlo Habzdsgatl6 anyag (") 1,0 ml
Tetrandtrium-pirofoszfat Antioxiddns 10g
Polivinilpirolidon-40 000 (PVP-40) PCR inhibitorok megkotése 50g

() A homogenizdldssal végzett kivondsi médszerhez

Uledék-puffer (10 mM foszfat-puffer, pH 7,2)

Ez a puffer a burgonyagumok koldokrészébdl vett darabok kivonatainak tjraszuszpendaldsara és higitdsdra szolgal a

tiledék centrifugdldssal végzett koncentraldsa utan.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Desztillalt viz 1,00 liter

Oldjuk fel az 6sszetevdket, ellendrizziik a pH-t és sterilizdljuk autokldvban 121 °C-on 15 percig.

Pufferek az IF-teszthez

IF-puffer (10 mM foszfdt-pufferes sdoldat (PBS), pH 7,2)

Ez a puffer az ellenanyagok higitdsara szolgal.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 0,4¢g
NaCl 80¢
Desztillalt viz 1,0 liter

Oldjuk fel az 6sszetevdket, ellendrizziik a pH-t és sterilizdljuk autokldvban 121 °C-on 15 percig.
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2.2

2.3.

IF-puffer-Tween

Ez a puffer a lemezek mosdsdra szolgdl.
Adjunk 0,1 %-os Tween 20-at az IF-pufferhez.
Foszfat-pufferes glicerin, pH 7,6

Ez a puffer fed§ folyadékként szolgal az IF-lemezek ablakain a fluoreszcencia megnoveléséhez.

Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0 015g
Glicerin 50 ml
Desztilldlt viz 100 ml

Az elhalvanyulds elleni ,ragaszté” oldatok kereskedelmi forgalomban kaphatdk pl. Vectashield® (Vector Laborato-
ries) vagy Citifluor® (Leica).

4. fiiggelék

A fertdzottségi szint meghatdrozdsa az IF- és a FISH-tesztben

Szamitsuk ki a jellemzen fluoreszkdl6 sejtek szdmat targylemez ablakonként (C)

C=cxS§[s
ahol S = az ablak teriilete a tobb mintahelyes lemezen és
s = az objektiv litdmezdjének teriilete
s = miZ[4G?K? ahol i = litémezé koefficiens (az okuldr tipusdtél fiiggden 8-24 kozott véltozik)

K = cs6 koefficiens (1 vagy 1,25)
G = az objektiv nagyitdsa (100x, 40x stb.)

Szamitsuk ki a jellemzden fluoreszkdlo sejtek szamdt 1 ml djraszuszpendalt tiledékben (N)

N=Cx1000fy xF

ahol y = az Gjraszuszpenddlt tiledék térfogata az egyes ablakokban és
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5. fiiggelék

A C. m. subsp. sepedonicus izoldldsira és tenyésztésére szolgdl6 tiptalajok

a) Altaldnos tdptalajok

Tépagar (NA)

Tépagar (Difco) 230¢g

Desztillalt viz 1,0 liter

Oldjuk fel az osszetevdket, és sterilizdljuk autoklavban 121 °C-on 15 percig.

Dextréz-tdpagar (NDA)

Difco bacto tdpagar, amely 1 % D(+)-gliikozt (monohidrat) tartalmaz. Sterilizdljuk autokldvban 115 °C-on 20 percig.

Eleszt6-pepton-glitkz agar (YPGA)

Eleszt6kivonat (Difco) 50¢g
Bacto-pepton (Difco) 50g
D(+)-gliik6z (monohidrat) 10,0 g
Bacto-agar (Difco) 150¢
Desztillalt viz 1,0 liter

Oldjuk fel az 6sszetevdket, és sterilizdljuk autokldvban 121 °C-on 15 percig.

ElesztSkivonat-dsvanyi sok taptalaj (YGM)

Bacto-élesztSkivonat (Difco) 20¢g
D(+)-gliik6z (monohidrat) 25¢
K,HPO, 025g
KH,PO, 025
MgSO,.7H,0 01g
MnSO,.H,0 0015g
NaCl 0,05g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Bacto-agar (Difco) 18¢g
Desztillalt viz 1,0 liter

Oldjuk fel az osszetevdket, és sterilizdljuk a tdptalaj 0,5 literes térfogatait autokldvban 115 °C-on 20 percig.

b) Validdlt szelektiv tdptalajok

MTNA tdptalaj

Ha csak nincs mds feltiintetve, valamennyi tdptalaj 6sszetevé a BDH-t6l keriilt beszerzésre.

ElesztSkivonat (Difco) 20¢g
Mannitol 25¢

K,HPO, 025g
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KH,PO, 025g
NaCl 0,05g
MgSO,.7H,0 0,1g
MnSO,.H,0 0,015¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Agar (Oxoid No. 1) 16,0 g
Desztilldlt viz 1,0 liter

Oldjuk fel az osszetevdket, dllitsuk be a pH-t 7,2-re. Autokldvozds (121 °C-on 15 percig) és 50 °C-ra torténd lehtités
utdn adjuk hozzd az antibiotikumokat: trimetoprim 0,06 g, nalidixinsav 0,002 g, amfotericin B 0,01 g.

Készitsiink antibiotikum torzsoldatokat: trimetoprim (Sigma) és nalidixinsav (Sigma) (mindkett6bdl 5 mg/ml), 96 %-os
metil-alkoholban, amfotericin B (Sigma) (1 mg/ml) dimetil- szulfoxidban. A torzsoldatokat sztiréssel sterilizaljuk.

Megjegyzés:

Az alap téptalaj eltarthatésdga 3 honap. Az antibiotikumok hozzdaddsa utdn az eltarthatdsdg 1 hénap hiitészekrényben valé tarolds
esetén.

NCP-88 tiptalaj

Tdpagar (Difco) 23¢g
ElesztSkivonat (Difco) 2¢g
D-mannitol 5¢
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgSO,,.7H,0 025¢
Desztillalt viz 1,0 liter

Oldjuk fel az osszetevket, allitsuk be a pH-t 7,2-re. Autokldvozds és 50 °C-ra torténd lehtités utdn, adjuk hozzd a
kovetkezd antibiotikumokat: polimixin B szulfat (Sigma) 0,003 g, nalidixiksav (Sigma) 0,008 g, cikloheximid (Sigma)
0,2g.

Oldjuk fel az antibiotikumokat torzsoldatokban a kovetkezék szerint: a nalidixinsavat 0,01 M NaOH-ban, a
cikloheximid-et 50 %-os etil-alkoholban, a polimixin B szulfitot desztilldlt vizben. A torzsoldatokat sztiréssel
sterilizaljuk.

Megjegyzés:

Az alap tdptalaj eltarthatésdga 3 hénap. Az antibiotikumok hozzdaddsa utdn az eltarthatosdg 1 hénap hiitSszekrényben valé tdrolds
esetén.
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6. fiiggelék

Validilt PCR-protokollok és reagensek

Megjegyzés:

Az el8zetes vizsgalatnak lehet6vé kell tennie 10°~10*/ml C. m. sepedonicus sejt reprodukélhaté kimutatdsat a mintakivonatban.

Az elGzetes vizsgdlat nem mutathat hamis pozitiv eredményeket a kivélasztott baktériumtorzsek esetében.

1.1.

1.2.

1.3.

Multiplex PCR-protokoll belsé PCR- kontrollal (Pastrik, 2000)

Oligonukleotid primerek

PSA-1 el6re haladé primer 5'- cte ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’
PSA-R forditott primer 5'- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’
NS-7-F el6re halad primer 5’- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’

NS-8-R forditott primer 5'- tcc gea ggt tca cct acg ga -3’

Vérhaté fragmentum méret a C. m. subsp. sepedonicus DNS templdtbél = 502 bp (PSA-primerkészlet)

Virhat6 fragmentum méret a 18S rRNS belsé PCR-ellenSrzésbdl = 377 bp (NS-primerkészlet)

PCR reakcidelegy
Reagens Mennyiség reakciénként Végkoncentracio

Steril UPW 15,725 pl
10x PCR-puffer (*) (15 mM MgCl,) 2,5l 1x (1,5 mM Mg(l,)
BSA (V. frakcio) (10 %) 0,25 pl 0,1%
d-nTP elegy (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
PSA-1 primer (10 pM) 0,5 ul 0,2 uM
PSA-R primer (10 uM) 0,5 ul 0,2 M
NS-7-F primer (10 pM) (3 0,1l 0,04 uM
NS-8-R primer (10 uM) () 0,1l 0,04 uM
Taq polimerdz (5 Uful) () 0,2l 1,00
A minta térfogata 5,0 ul

Ossztérfogat: 25,0 pl

() A modszereket Taq polimerdz felhaszndldsdval validaltak (Perkin Elmer [AmpliTaq] and Gibco BRL).
(%) Az NS-7-F és az NS-8-R primerek koncentracidjat a burgonyagumé koldokrészébdl vett darab homogenizacios médszerrel vég-
zett extrakcidjdra és a Pastrik-féle DNS-tisztitdsra (2000) optimalizélték (Idsd a 6.1. a) és a 6.2. szakaszt). A reagens koncentrdciok

Gjraoptimalizdldsdra lesz sziikség razdssal végzett extrakcio vagy eltéré DNS-izoldldsi modszerek haszndlata esetén.

A PCR-reakcid feltételei

Futtassuk a kovetkezd programot:

1 ciklusban: i 3 percig 95 °C-on (DNS templét denaturéldsa)
10 ciklusban: ii. 1 percig 95 °C-on (DNS templat denaturaldsa)
iii. 1 percig 64 °C-on (primerek temperaldsa)
iv. 1 percig 72 °C-on (mdasolat meghosszabbitdsa)



L 182/32

Az Eurdpai Unidé Hivatalos Lapja 2006.7.4.

1.4.

2.1.

2.2.

25 ciklusban: V. 30 masodpercig 95 °C-on (DNS templdt denaturdldsa)
Vi. 30 masodpercig 62 °C-on (primerek temperdldsa)
vii. 1 percig 72 °C-on (mdsolat meghosszabbitdsa)

1 ciklusban: viil. 5 percig 72 °C-on (végsé meghosszabbitds)
ix. tartsuk 4 °C-on.

Megjegyzés:

Ezt a programot MJ Research PTC 200 thermal cycler-re optimalizaltdk. Mds modellek hasznélata sziikségessé teheti a ii,, ii., iv., v.,
vi. és vii. cikluslépések idStartamanak megvaltoztatdsat.

A fragmentum restrikcids enzim elemzése

A C. m. subsp. sepedonicus DNS-b6l felerdsitett PCR-termékek jellegzetes fragmentumhossz polimorfizmust mutatnak
Bgl 1I. enzimmel 37 °C-on 30 percig végzett inkubdlds utdn. A C. m. subsp. sepedonicus-specifikus fragmentumbdl
kapott restrikcids fragmentumok mérete 282 bp és 220 bp.

A betoltd puffer elkészitése

Bromfenol kék (10 %-os torzsoldat)

Bromfenol kék 5¢
Desztillélt viz (bidest) 50 ml
Betiltd puffer

Glicerin (86 %) 3,5 ml
Bréomfenol kék (5.1) 300 pl
Desztilldlt viz (bidest) 6,2 ml

10x Tris-acetdt-EDTA (TAE) puffer, pH 8,0

Tris puffer 48,4 ¢
Jégecet 11,42 ml
EDTA (dindtrium s6) 372¢g
Desztilldlt viz 1,00 liter

Higitsuk 1x-re hasznalat el6tt.

Kereskedelmi forgalomban is kaphat6 (pl. Invitrogen vagy azzal egyenértékd).
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1.

7. fiiggelék

Validilt reagensek a FISH-teszthez

Oligo-prébak

CMS-CY3-01Cms-specifikus teszt 5'- ttg cgg ggc gca cat ctc tgc acg -3’
EUB-338-FITC nem-specifikus eubaktérium teszt 5’- gct gec tee cgt agg agt-3’

Fixdl6 oldat

(VIGYAZAT! A FIXALO PARAFORMALDEHIDET TARTALMAZ, AMELY MERGEZG. HASZNALJON KESZTYUT, ES
NE LELEGEZZE BE. TANACSOS VEGYIFULKEBEN DOLGOZNI.)

i.  Melegitsiink 9 ml molekuldris tisztasdgi vizet (pl. Ultra tiszta vizet [UPW]) koriilbeliil 60 °C-ra, és adjunk hozzd
0,4 g paraformaldehidet. A paraformaldehid felold6dik 5 csepp 1N NaOH hozzdaddsa és mdgneses keverdbottal

végzett keverés utdn.

ii. ~ Allitsuk be a pH-t 7,0-ta 1 ml 0,1 M foszfat-puffer (PB; pH 7,0) és 1 N HCl cseppek hozzdaddsaval. Ellenérizzitk
a pH-t indikdtorpapirral, és sziikség esetén allitsuk be HCl-lel vagy NaOH-val.

(FIGYELEM! NE HASZNALJON PH-MEROT A PARAFORMALEDHIDET TARTALMAZO OLDATOKBAN.)
iii.  Szdrjik at az oldatot 0,22 pm membrénsziirén, és pormentesen 4 °C-on tdroljuk a tovabbi haszndlatig.

iv.  Megjegyzés:

Alternativ fixal6 oldat: 96 %-os etil-alkohol.

3x Hibmix
NaCl 2,7 M
Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)

EDTA (sztiréssel sterilizalt és autokldvozott) 15 mM
Higitsuk 1x-re sziikség szerint.

Hibridizéciés oldat

1x Hibmix

Nétrium-dodecil-szulfat (SDS) 0,01 %
EUB 338 teszt 5 ngful
CMSCY301 teszt 5 ngful

Készitsiink nagyobb mennyiséget a hibridizacios oldatbél az 1. tabldzatban megadott értékek szerint. Mindegyik lemez-
hez (melyek 2 kiilonb6z6 mintat tartalmaznak, és azok masolatait) 90 pl hibridizdcios oldatra van sziikség.

Tablazat: A hibridizacios elegy elkészitéséhez javasolt mennyiségek

A lemezek szdma: 2 8
Steril UPW 50,1 200,4
3x hibmix 30,0 120,0
1 % SDS 0,9 3,6
EUB 338 teszt (100 ng/pl) 4,5 18,0
CMSCY301 teszt (100 ng/ul) 4,5 18,0
Ossztérfogat () 90,0 360,0

Megjegyzés: A fényérzékeny oligo-probakatt tartalmazé oldatokat taroljuk sotétben — 20 “C-on. Ovjuk a kozvetlen napfénytsl és a
mesterséges fényt6l a haszndlat sordn.
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5. 0,1 M Foszfit-puffer, pH 7,0

Na,HPO, 852¢
KH,PO, 5,449
Desztillalt viz 1,00 liter

Oldjuk fel az osszetevéket, ellendrizziik a pH-t, és sterilizdljuk autokldvban 121 °C-on 15 percig.

8. fiiggelék
A tojdsgyiimélcs nevelése

Vessiik el a tojasgyiimolcs (Solanum melongena) vet6magjat pasztorizalt, vetémag elvetésénél hasznalt komposztba. Ultes-
siik dt a teljesen szétnyilt sziklevelekkel rendelkez paldntdkat (10-14 nap) pasztorizlt, tenyészedénybe valé iltetésnél
hasznalt komposztba.

A tojdsgyiimoles-novényeket iiveghdzban kell nevelni a kovetkez8 kornyezeti feltételek mellett:

Nappalhossz 14 6ra vagy természetes nappalhossz, ha az hosszabb;
Hémérséklet nappali 21-24°C,

éjszakai 15 °C.

Fogékony tojasgytimoles-fajta: ,Black Beauty”,
,Long Tom”,
,Rima”,

,Balsas”.

Beszallitok: ldsd a honlapot http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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9. fiiggelék

Gram-festési eljards (Hucker-féle modositds) (Doetsch, 1981) ()

Kistdlyibolya-oldat

Oldjunk fel 2 g kristdlyibolydt 20 ml 95 %-os etil-alkoholban.

Oldjunk fel 0,8 g ammonium-oxaldtot 80 ml desztilldlt vizben.

Elegyitsiik a két oldatot.

Lugol-féle jod

Jod lg
Kélium-jodid 2¢g
Desztilldlt viz 300 ml

Torjitk Ossze egyiitt a szilard OsszetevSket mozsdrtordvel egy mozsarban. Adjuk hozzd a vizhez, és keverjiik, hogy felo-
ldédjanak egy zdrt edényben.

Szafranin ellenfestd oldat

Torzsoldat:
Szafranin O 25¢
95 %-os etil-alkohol 100 ml

Elegyitsiik, és taroljuk.

Higitsuk: 1:10 ardnyban, hogy megkapjuk a munkaoldatot.

Festési eljdrds

1. Készitsiink keneteket, levegén szdritsuk meg, és hével rogzitsiik.
2. Arasszuk el a lemezt kristalyibolya oldattal egy percre.

3. Rovid ideig mossuk csapvizzel.

4. Arasszuk el Lugol-féle joddal egy percre.

5. Mossuk le csapvizzel, és itassuk szdrazra.

6.  Szintelenitsiik 95 %-os etil-alkohollal, cseppenként hozzdadva, amig tovabbi szin mar nem vonhat6 ki, vagy meritsiik
bele enyhén razogatva 30 masodpercre.

7. Mossuk le csapvizzel, és itassuk szdrazra.
8. Arasszuk el szafranin-oldattal 10 mdsodpercre.
9. Mossuk le csapvizzel, és itassuk szdrazra.

A Gram-pozitiv baktériumok ibolyakékre festdnek; a Gram-negativ baktériumok szegftivorosre festédnek.

(") Szintén haszndlhatok kereskedelmi forgalomban kaphat6 oldatok és festékészletek.
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II. MELLEKLET

A kérosité minden olyan gyanitott el6forduldsa esetén, amikor a sziirGvizsgélat(ok) sordn pozitiv eredmény keriilt
megdllapitdsra az I. mellékletben meghatdrozott modszereknek megfelelGen, és a gyant az emlitett méodszerek befe-
jezése révén megerGsitésre vagy closzlatdsra var, meg kell 6rizni és megfelelGen fent kell tartani:

- az Osszes gumot és — amennyiben lehetséges — az Osszes novényt, amelyekbdl mintdt vettiink,

- a kivonatok maradékait és a szlirGvizsgdlat(ok)hoz készitett tovabbi anyagokat, pl. immunfluoreszcencids
lemezeket,

és
—  a teljes vonatkoz6 dokumentaciot,
az emlitett modszerek befejezéséig.
A gumok megdrzése lehetGséget fog biztositani a fajtavizsgalat elvégzésére, amennyiben helyénvalé.
A kdrosit6 el6forduldsanak pozitiv megerdsitése esetén, meg kell Grizni és megfelelGen fent kell tartani:
- az 1. bekezdésben meghatdrozott anyagokat,
és
- a gumd- vagy ndvénykivonattal beoltott, fert6zott tojdsgyiimolesbdl vett mintét,
és
- akdrosité izoldlt tenyészetét,

legaldbb egy honapig az 5. cikk (2) bekezdése szerinti bejelentési eljérdst kovetden.
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1.

I1I. MELLEKLET

A feltételezett fert6zés mértékének az 5. cikk (1) bekezdése b) pontja szerinti meghatdrozdsanal a kovetkezdket kell
figyelembe venni:

- az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja szerint fert6zottnek mindsiil§ termdhelyen termesztett gumokat vagy
novényeket,

- az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja szerint fert6z6ttnek mindsiilé gumokkal vagy névényekkel termelési kapcso-
latban 4ll6 termGhely(ek)et, beleértve azokat, ahol — kdzvetleniil, vagy kozos szolgdltaton keresztiil — kozosen
haszndlnak termelési eszkozoket és létesitményeket,

- a gumokat vagy névényeket, amelyeket az el6z8 francia bekezdésben emlitett terméhelye(ke)n termesztettek,
vagy amelyek jelen voltak ilyen terméhelye(ke)n abban az idészakban, amikor az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja
szerint fertézottnek mindsiild gumék vagy novények jelen voltak az elsd francia bekezdésben emlitett telephe-
lyeken vagy termdhelyen,

- telephelyeket, ahol a fenti francia bekezdésekben emlitett termShelyekrdl szarmazoé burgonyit kezelik,

- mindazokat a gépeket, jarmiiveket, hajokat, raktdrakat, vagy azok részeit, valamint minden egy¢b targyat, bele-
értve a csomagoldanyagokat is, amelyek érintkezésbe kertilhettek az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja szerint fer-
t6z6ttnek mindsiilé gumokkal vagy novényekkel,

- mindazokat a gumokat vagy novényeket, amelyek az el6z6 francia bekezdésben felsorolt épitmények vagy tar-
gyak barmelyikében tdroldsra keriiltek, vagy azok barmelyikével érintkezésbe keriiltek, ezen épitmények és tar-
gyak tisztitdsdt és fertStlenitését megelGzGen,

- a 6. cikk szerint elvégzett vizsgilat eredményeként, azokat a gumodkat vagy novényeket, amelyek egyenes- vagy
oldaldgi klondlis kapcsolatban dllnak az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja szerint fertézottnek mindsiil§ gumokkal
vagy novényekkel, és amelyeknél dgy tlinik, hogy — bar a kdrosité kimutatdsdra irdnyulé vizsgalat hozhatott
negativ eredményt — a fert6zés val6szindsithet§ a klondlis kapcsolat atjan. Fajtavizsgélatra keriilhet sor a fertd-
zott és klondlis kapcsolatban 4ll6 gumok vagy novények azonossdganak igazoldsdra,

és
- az el6z6 francia bekezdésben emlitett gumék vagy novények termdhelyét/termdéhelyeit.

A fert6zés lehetséges terjedésének az 5. cikk (1) bekezdése c) pontja szerinti meghatdrozdsanal a kovetkezdket kell
figyelembe venni:

-  aburgonya vagy az egyéb gazdanovények mds termdhelyeinek kozelségét,
- avet6burgonya készletek kozos termesztését és felhaszndldsat.
Az 5. cikk (2) bekezdése elsS albekezdésében emlitett bejelentést a kovetkezSképpen kell megtenni:

- kozvetleniil a kdrosité jelenlétének az I. mellékletben meghatdrozott mddszerekkel végzett laboratériumi vizsgé-
lat Gtjdn tortént megerdsitése utdn, legaldbb:

- a burgonyatétel fajtaneve,
- atipus (dru-, vetd-, stb.) és — ahol alkalmazhat6 — a vetdmag kategéridja,

- amikor fenndll a veszélye masik tagdllam(ok)bol érkez8 vagy oda szdllitott burgonya befert6z6désének, a tag-
dllam — amelyben az el6forduldst megerdsitették — haladéktalanul értesiti az érintett tagdllamo(ka)t azon infor-
méci6krol, amelyek az 5. cikk (3) bekezdésének valé megfeleléshez szitkségesek, dgymint:

-  a burgonyatétel fajtaneve,
— afeladd és a cimzett neve és cime,

- aburgonyatétel szdllitdsinak idSpontja,
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- aszdllitott burgonyatétel mérete,

- anovényttlevél mdsolata vagy legaldbb a névénytitlevél szdma, adott esetben, vagy a termeld vagy forgal-
mazd regisztracids szdma és a szdllitdsi értesités mdsolata.

A Bizottsdgot haladéktalanul értesitik ezen informdcié kozlésérdl.
—  az Osszes vizsgdlat lezdrdsa utdn, minden egyes esetben:
- afert6zés megerGsitésének idGpontja,

- afert6zés forrdsdnak és lehetséges terjedésének azonositdsa céljabol végzett vizsgdlat rovid lefrdsa, ideértve
a mintavételezés szintjét,

- afert6zés azonositott vagy vélelmezett forrdsra/forrdsaira vonatkozé informécid,

—  amindsitett fertézés mértékére vonatkozo részletek, beleértve a terméhelyek szamdt és burgonya esetében,
a tételek szdmat a fajta és — vet6burgonydndl — a kateg6ria megjelolésével,

—  akijelolt ovezetre vonatkozo részletek, beleértve a fert6zottnek nem mindsitett, de az dvezetbe bevont ter-
mdhelyek szdmat,

- egyéb informdcidk a megerdsitett gocszert el6forduldsokra vonatkozdan a Bizottsdg esetleges igénye szerint.
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IV. MELLEKLET

A 7. cikk (1) bekezdésében emlitett hatdsdgilag feltigyelt intézkedések a kovetkezdk:

- allati takarmdnyként valé felhaszndlds olyan hékezelés utdn, hogy ne allhasson fenn a kdrosité tdlélésének a
veszélye,

vagy

—  a biztonsdgos elhelyezés egy olyan hatdsagilag engedélyezett biztonsdgos hulladékleraké telepen, ahol nem 4ll
fenn a korokozé kornyezetbe jutdsinak az azonosithat veszélye, pl. a mez@gazdasdgi teriiletekre vald
atszivargdssal,

vagy

- elégetés,

vagy

- ipari feldolgozds azonnali elszdllitdssal kozvetleniil egy olyan feldolgozdiizembe, amely rendelkezik hatdsigilag
engedélyezett hulladék-drtalmatlanit6 berendezésekkel, melyek tekintetében megdllapitdst nyert, hogy nem 4ll
fenn a kdrosito terjedésének azonosithaté veszélye, és rendelkezik egy programmal legaldbb a széllitojarmivek
tisztitasara és fert6tlenitésére,

vagy

- egyéb intézkedések, feltéve, hogy megdllapitdst nyert, hogy nem 4ll fenn a kérositd terjedésének azonosithat6
veszélye; ezekrdl az intézkedésekrdl és az indokldsukrdl értesiteni kell a Bizottsdgot és a tobbi tagallamot.

Barmilyen, a fentiekkel osszefiiggd vagy azoktdl szarmazo hulladékot ezen irdnyelv V. mellékletének megfelelGen haté-
sdgilag jovdhagyott mddszerrel kell elhelyezni.

Az 5. cikk (1) bekezdése b) pontja szerint val6szintileg fert6zéttnek nyilvanitott gumoknak vagy novényeknek a
7. cikk (2) bekezdésében emlitett megfeleld felhasznaldsa vagy biztonsdgos elhelyezése — az érintett tagallamok illeté-
kes hivatalos szerveinek feliigyelete mellett, az illetékes hivatalos szervek kozotti megfelel§ informécideserével e felii-
gyelet mindenkori biztositdsa érdekében, és azon tagdllam illetékes hivatalos szervének jovdhagydsdval az els6 és a
mésodik francia bekezdésben emlitett hulladékelhelyezésre szolgédl6 berendezések vonatkozasaban, ahol a burgonyat
csomagoljak vagy feldolgozzék — a kovetkezSképpen torténik:

—  fogyasztasra szdnt druburgonyaként valé felhaszndlds, kozvetlen szallitashoz és dtcsomagolds nélkiili felhasznd-
lashoz csomagolva, egy megfelels hulladékelhelyezésre szolgdl6 berendezésekkel rendelkezd telepen. A vetSbur-
gonydt csak ugyanazon a telepen lehet kezelni, ha arra elkiilonitve vagy tisztitds és fertGtlenités utdn keriil sor,

vagy

- ipari feldolgozdsra szant druburgonyaként valé felhasznélds, és azonnali elszallitdsra szanva kozvetleniil egy olyan
feldolgozoiizembe, amely rendelkezik megfelel§ hulladékelhelyezésre szolgdld berendezésekkel és egy program-
mal legalabb a szdllitjarmiivek tisztitdsdra és fertGtlenitésére,

vagy

- néhdny egyéb felhasznaldsi vagy elhelyezési mod, feltéve, hogy nem éll fenn a kdrosité terjedésének azonosit-
haté veszélye, és az emlitett illetékes hivatalos szervek jévahagydsdtol fiiggden.

A 7. cikk (3) bekezdésében emlitett eszkozok fertdzéstSl valé mentesitésének megfelel§ modszere a tisztitds és —
amennyiben helyénval6 — a fertdtlenités, oly médon, hogy ne élljon fenn a kdrosité terjedésének azonosithaté veszé-
lye, és a tagdllamok illetékes hivatalos szerveinek feliigyelete mellett végezve.
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4. Az 5. cikk (1) bekezdése c) pontja szerint létrehozott és a 7. cikk (4) bekezdésében emlitett kijelolt Gvezetben a tagdl-
lamok dltal végrehajtandé intézkedéssorozat magdban foglalja:

4.1. az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja szerint fert6zottnek mindsitett terméhelyek esetében:

a) az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja szerint fert6zottnek mindsitett tébljan, vagy

- a fert6zotté mindsités évét kovetd legaldbb hdrom tenyészidészak sordn,

-  intézkedéseket hoznak az drvakelésti burgonyanovények, valamint a kdrosito egyéb, a természet-
ben megtaldlhaté gazdanovényeinek eltdvolitdsa céljabol,

és

- nem iltetnek burgonyagumokat, -novényeket vagy valodi magokat, vagy a kérosit6 egyéb, ter-
mészetben megtaldlhaté gazdandvényét, vagy olyan kultirnovényeket, amelyek esetében azono-
sithaté kockdzata van a kdrosité terjedésének,

- az el6z6 francia bekezdésben meghatdrozott idGszakot kovetd elsd burgonyatermesztési évben, és
azzal a feltétellel, hogy a tdbldt mentesnek taldltdk az drvakelésti burgonyanévényektdl, valamint a
kérosité egyéb, természetben megtaldlhaté gazdanovényeitdl a hatdsigi ellendrzések sordn az iiltetést
megel6z3 legaldbb két egymast kovets tenyészidGszakban, csak az druburgonya-termesztés engedé-
lyezhet§, és a betakaritott burgonyagumodkat megvizsgéljak az 1. mellékletben részletezett eljdrdsnak
megfelelGen,

- az el6z6 francia bekezdésben emlitett id6szakot kovets burgonyatermesztési évben és a megfelel§
vetésforgot kovetden, amely vetGburgonya-termesztési cél esetén legaldbb két év, burgonya iiltethets
mind vetd-, mind druburgonya-termesztési céllal, és el kell végezni a 2. cikk (1) bekezdésében részle-
tezett hatdsdgi felmérést, vagy

- afert6zotté mindsités évét kovets négy tenyészidGszakon dt,

-  intézkedéseket hoznak az drvakelésti burgonyanovények, valamint a kdrosité egyéb, természet-
ben megtaldlhat6 gazdanovényeinek eltavolitasa céljabdl,

-  a tabldt fekete ugaroltatjak, vagy allandé legel6ként hasznositjak, melyet gyakran és alacsonyan
kaszédlnak, vagy intenziven legeltetnek,

- az el6z6 francia bekezdésben meghatdrozott idGszakot kovetd elsd burgonyatermesztési évben, és
azzal a feltétellel, hogy a tdbldt mentesnek taldltédk az drvakelésti burgonyanévényektdl, valamint a
kérosité egyéb, természetben megtaldlhaté gazdanovényeitdl a hatdsigi ellendrzések sordn az iiltetést
megel6z3 legaldbb két egymdst kovetd tenyészidészakban, a vetd- vagy az druburgonya-termesztés
engedélyezhetd, és a betakaritott burgonyagumokat megvizsgéljdk az I. mellékletben részletezett eljd-
rasnak megfelelGen;

b) a fert6zott termdhely egyéb tébldin és azzal a feltétellel, hogy az illetékes hivatalos szervek megbizonyosodtak
az drvakelésti burgonyanovények és a kdrosité egyéb, természetben megtaldlhatd gazdanovényei dltal jelentett
veszély megsziinésérol:

a fert6zotté mindsités évét kovets tenyészidGszakban vagy nem {iiltetnek burgonyagumokat, burgonyano-
vényeket vagy valodi burgonyamagokat, vagy a kdrosité egyéb, természetben megtaldlhat gazdanové-
nyeit, vagy

- dltethetnek tandsitott vet6burgonyat kizdrdlag druburgonya-termesztés céljdra,

a fert6zotté mindsités évét kovet mdsodik tenyészidGszakban vets- vagy druburgonya-termesztés céljara
kizdr6lag hatdsdgilag tandsitott vet8burgonydt vagy olyan vet8burgonydt iiltetnek, amelyet bevizsgéltak a
gytirts rothadds hidnydra nézve, és hatdsdgi feliigyelet mellett termesztették a 4.1. pontban emlitettektd]
eltéré termahelyeken,

legaldbb a fert6zotté nyilvéanitds évét kovet§ harmadik tenyésziddszakban, vets- vagy druburgonya-
termesztés céljdra kizdrolag tandsitott vetSburgonydt vagy olyan vetSburgonydt iiltetnek, amelyet hatdsagi
feliigyelet mellett termesztettek tandsitott vetéburgonyabdl,
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a kordbbi francia bekezdésekben emlitett tenyésziddszakok mindegyikében, intézkedéseket kell hozni az
arvakelésti burgonyanovények és a karosito egyéb, természetben megtalalhaté gazdanovényei altal jelentett
veszély megszintetésérdl, valamint, hogy mindegyik burgonyatabldn hatésagilag megvizsgaljdk a betakari-
tott gumokat az I. mellékletben meghatdrozott eljdrds szerint;

¢) kozvetlenill az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja szerinti fert6zotté mindsités és az azt kovetd elsé tenyészidSszak
utdn a terméhelyen taldlhatd és a burgonyatermesztéshez haszndlt valamennyi gépet és tdrold 1étesitményt meg-
tisztitjdk, és — amennyiben szitkséges — fertStlenitik a megfelel6 modszerek felhasznaldsdval, a 3. pontban meg-
hatdrozottak szerint;

d) a védett kultira olyan egységében, ahol lehetdség van a termesztSkozeg teljes cseréjére,

nem {iltetnek burgonyagumokat, burgonyanovényeket vagy valodi magokat, csak akkor, ha a termesztési
egységet hatosdgilag feliigyelt intézkedéseknek vetették ald a kdrositd elpusztitdsa és valamennyi gazdano-
vényanyag eltdvolitdsa céljabol, beleértve — legaldbb — a termeszt6kozeg teljes cseréjét, valamint a termesz-
tési egység és az Osszes felszerelés tisztitdsdt és fertGtlenitését, és ezt kovetSen az illetékes hivatalos szervek
engedélyt adtak a burgonyatermesztésre,

és

a burgonyatermesztést tanusitott vetGburgonyaval, vagy bevizsgalt forrdsb6l szdrmazé minigumokkal vagy
mikronovényekkel végzik;

4.2. akijelolt ovezeten belill, a 4.1. pontban részletezett intézkedések sérelme nélkiil, a tagdllamoknak:

a)  afertdzotté nyilvanitdst kovetden azonnal gondoskodniuk kell az ilyen telephelyen 1év6, és a burgonyatermesz-
téshez haszndlt valamennyi gép és tarolShely megtisztitdsarol és fertStlenitésérsl — ahogy helyénvalé — a megfe-
lel6 mddszerek felhaszndldsaval a 3. pontban meghatdrozottak szerint;

b) azonnal, és a fert6z6tté mindsitést kovetd legaldbb hdrom tenyészidSszakon ét:

illetékes hivatalos szerveik dltal biztositjdk a burgonyagumokat termesztd, trold vagy kezel§ telephelyek
felugyeletét, azon telephelyek feliigyeletével egyiitt, amelyek burgonyatermesztéshez hasznalt gépeket tize-
meltetnek szerzGdéses alapon,

megkovetelik, hogy az adott 6vezeten beliil barmiféle burgonyatermesztés céljara kizarélag tandsitott vets-
burgonydt vagy hat6sagi feliigyelet mellett termesztett vetSburgonyat hasznaljanak, és hogy betakaritds utdn
az 5. cikk (1) bekezdése b) pontja szerint felteheten fert6zottnek mindsitett termdhelyen termesztett vetd-
burgonyat laboratériumi vizsgdlatnak vessék ald,

megkovetelik a betakaritott vet6burgonya-készleteknek az druburgonya-készletektdl elkiilonitett kezelését
az Gvezeten beliili 6sszes telephelyen, vagy a tisztitdsra és fertStlenitésre szolgdlé program lebonyolitdsat a
vet6burgonya és az druburgonya készletek kezelése kozott,

hivatalos felmérést végeznek a 2. cikk (1) bekezdésében részletezettek szerint;

¢) kialakitanak egy programot — amennyiben helyénval6 — a teljes vet6burgonya készletnek megfelel§ idGtartam
alatt torténd lecserélésére.
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V. MELLEKLET

A IV. melléklet (1) bekezdésében emlitett hatdsgilag jovahagyott hulladék elhelyezési modszereknek eleget kell tenniiik az
alabbi rendelkezéseknek, hogy megel6zzék a kdrositd elterjedésének barmilyen azonosithatd veszélyét:

ii.

burgonyahulladék (beleértve a kiselejtezett burgonydt és héjat), valamint barmilyen mds, a burgonyahoz kapcsol6do
szildrd hulladékot (beleértve foldet, koveket és egyéb tormeléket) vagy

olyan hatésdgilag engedélyezett, erre a célra rendelt hulladékleraké telepen kell elhelyezni, ahol nem 4ll fenn a
kérokozo kornyezetbe jutdsinak azonosithatd veszélye, pl. a mezdgazdasagi teriiletekre vald dtszivargdssal. A
hulladékot biztonsdgos koriilmények kozott kozvetleniil a lerakdhelyre kell szdllitani oly médon, hogy ne élljon
fenn a hulladék elveszitésének veszélye,

vagy
elégetés,

vagy

egyéb intézkedések, feltéve, hogy megéllapitast nyert, hogy nem 4ll fenn a kdrosit6 terjedésének azonosithatd
veszélye; ezekrdl az intézkedésekrdl és az indokoldsukrol értesiteni kell a Bizottsdgot és a tobbi tagdllamot;

technologiai szennyviz: az elhelyezést megel6z&en a lebeg@ szilard anyagokat tartalmazé szennyvizet szirési vagy
tilepitési eljdrasnak kell aldvetni e szilird anyagok eltdvolitdsa érdekében. Ezeket a szildrd anyagokat az i. albekezdés-
ben foglaltak szerint kell elhelyezni.

A folyadékot ezt kovetSen vagy

ugy kell hdkezelni az elhelyezést megel6z6en, hogy a szennyviz minden részében a hdmérséklet 30 percen
keresztiil legaldbb 60 °C legyen,

vagy

egyéb olyan hatdsdgilag engedélyezett és hat6sdgilag feliigyelt modon kell elhelyezni, amelynél nem éll fel a hul-
ladék mez8gazdasagi teriilettel valé érintkezésének azonosithaté veszélye. Ennek médozatairdl értesiteni kell a
tobbi tagéllamot és a Bizottsdgot.

Az e mellékletben foglalt rendelkezéseket kell alkalmazni a fert6zott tételek kezelésére, elhelyezésére és feldolgozdsdra
vonatkozdan is.



