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(Aktai, kuriuos skelbti privaloma)

KOMISIJOS DIREKTYVA 2006/56/EB
2006 m. birzelio 18 d.

i$ dalies kei¢janti Tarybos direktyvos 93/85/EEB dél bulviy Ziedinio puvinio kontrolés priedus

EUROPOS BENDRIJUU KOMISIJA,

atsizvelgdama i Europos bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama j 1993 m. spalio 4 d. Tarybos direktyva 93/85/EEB
dél bulviy Ziedinio puvinio kontrolés (1), ypac i jos 12 straipsnj,

kadangi:

,“Vienas i§ svarbiy kenksmingy organizmy bulvése yra
Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedoni-
cus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., patogeninis
organizmas - bulviy Ziedinio puvinio sukéléjas (toliau
-organizmas).

Sis organizmas vis dar pasitaiko kai kuriose Bendrijos
vietose.

Tarybos direktyva 93/85/EEB iSsamiai nustatytos priemo-
nés, kuriy reikia imtis valstybése narése pries §j orga-
nizmg, kad bity nustatyta jo buvimo vieta ir paplitimas;
kad biity apsisaugota nuo jo buvimo bei paplitimo ir, jeigu
jis randamas, biity apsisaugota nuo jo plitimo bei vyk-
doma jo kontrolé, siekiant ji sunaikinti.

Kadangi nuo tada buvo gauta svarbios mokslinés informa-
cijos apie $io organizmo biologines ypatybes, nustatymo
ir identifikavimo tvarka, be to, igijus patirties, reikia per-
svarstyti keleta techniniy nuostaty, susijusiy su kontrolés
priemonémis.

D¢l Sios pazangos bitina persvarstyti ir atnaujinti Direk-
tyvos 93/85/EEB prieduose nurodytas priemones.

(1) OLL 259,1993 10 18, p. 2.

(6)

Dél nustatymo ir identifikavimo tvarkos pazymétina, kad
nustatymui ir identifikavimui yra taikomi neseniai sukurti
metodai, tokie kaip fluorescenciné hibridizacija in situ
(FISH) ir polimerazés grandininé reakcija (PCR), taip pat
patobulinti jvairiis techniniai elementai.

Dél kontrolés priemoniy techniniy elementy pazymétina,
kad buvo atnaujintos nuostatos dél tiriamyjy bandiniy
i$saugojimo uzZtikrinant organizmo atsekamumga taip pat
dél duomeny, kuriais remiantis nustatomas galimas uzkre-
timo laipsnis, patvirtinamas pranesimas apie organizmo
buvimg ir imamasi priemoniy produkcijos vietose, esan-
¢iose uzkréstose ir atskirtose zonose.

Sioje direktyvoje numatytos priemonés atitinka Augaly
sveikatos nuolatinio komiteto nuomone,

PRIEME SIA DIREKTYVA;

1 straipsnis

Direktyvos 93/85/EEB priedai pakeic¢iami atitinkamais $ios direk-
tyvos priedy tekstais.

1.

2 straipsnis

Valstybés narés ne véliau kaip iki 2007 m. kovo 31 d. pri-

ima jstatymus ir kitus teisés aktus, kurie jsigalioj¢ jgyvendina $ig
direktyva. Jos nedelsdamos pateikia Komisijai ty nuostaty teks-
tus bei ty nuostaty ir Sios direktyvos koreliacijos lentele.

Jos tas nuostatas taiko nuo 2007 m. balandzio 1 d.

Valstybés narés, priimdamos tas nuostatas, daro jose nuorods |
Sig direktyva arba tokia nuoroda daroma jas oficialiai skelbiant.
Nuorodos darymo tvarka nustato valstybés narés.
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2. Valstybés narés nedelsdamos pateikia Komisijai $ios direk- 4 straipsnis
tyvos taikymo srityje priimty pagrindiniy nacionalinés teisés akty
nuostaty tekstus. Si direktyva skirta valstybéms naréms.

3 straipsni Priimta Briuselyje, 2006 m. birzelio 12 d.
straipsnis

Komisijos vardu

Si direktyva jsigalioja treciag dieng po jos paskelbimo Europos Markos KYPRIANOU
Sgjungos oficialiajame leidinyje. Komisijos narys
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I PRIEDAS

BAKTERIJOS CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. ssp. SEPEDONICUS (Spieckermann et
Kotthoff) Davis et al, SUKELIANCIOS ZIEDIN] PUVIN], DIAGNOZAVIMO, NUSTATYMO IR
IDENTIFIKAVIMO TYRIMO PLANAS

TYRIMO PLANO TAIKYMO SRITIS
Pateiktame plane aprasomos jvairios procediros, taikomos:
i)  bulviy stiecbagumbiy ir augaly Ziedinio puvinio diagnozei;
ii)  Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus bulviy stiebagumbiuose ir augaluose nustatyti;

i)  Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus) identifikuoti.

PAGRINDINIAI PRINCIPAI

[vairios tinkamiausios metodikos, patvirtinti reagentai ir duomenys apie pasirengima testui bei kontrolines medziagas patei-
kiami priedéliuose. Laboratorijy, dalyvavusiy optimizuojant ir tvirtinant metodikas, sarasas pateikiamas 1 priedélyje.

Metodikose numatyta karantine laikoma organizmg ir gyvybingas C.m. subsp. sepedonicus kulttiras naudoti kaip kontroli-
nes medZiagas, todél tinkamomis karantino sglygomis ir oficialiy augaly karantino jstaigy iduotose licencijose atitinkamo-
mis nurodytomis sglygomis reikés atlikti procediras, taikant atitinkama atlieky pasalinimo metoda.

Testavimo parametrai privalo uZztikrinti nuolatinj ir atkartojama C. m. subsp. sepedonicus aptikimo lygmeni, esant nustaty-
toms pasirinkty metody detekcijos slenkstinéms riboms.

Privaloma tiksliai paruosti teigiamas kontrolines medziagas.

Atliekant tyrima atsizvelgus j reikalaujamas metodo jautrumo slenkstines ribas taip pat daroma prielaida, kad reikia pasi-
rinkti teisingus nustatymus, atlikti jrangos kalibravimg ir techning prieZitir, riipestingai tvarkyti ir saugoti reagentus ir
imtis visy priemoniy, kad biity iSvengta kryzminio bandiniy uzsikrétimo, t. y. teigiamus kontrolinius bandinius atskirti
nuo tirilamyjy bandiniy. Siekiant i§vengti administraciniy ir kitokiy klaidy, ypa¢ susijusiy su Zenklinimu etiketémis ir doku-
menty tvarkymu, privaloma taikyti kokybés kontrolés standartus.

[tarus organizmo buvima, kaip nurodyta Direktyvos 93/85/EEB 4 straipsnio 2 dalyje, daroma prielaida, kad atliekant ban-
dinio diagnostinj arba atrankos testa gaunamas teigiamas rezultatas, kaip nurodyta vaizduojamose diagramose.

Jei pirmojo atrankos testo (IF arba PGR[FISH) rezultatas teigiamas, tai jtariamas uzkrétimas C. m. subsp. sepedonicus ir pri-
valoma atlikti antrajj atrankos testa. Jei antrojo atrankos testo rezultatas teigiamas, tai jtarimas (jtariamas organizmo buvi-
mas) patvirtinamas ir batina toliau atlikti tyrimg pagal nurodyta plang. Jei antrojo atrankos testo rezultatas neigiamas, tada
bandinys néra laikomas uzkréstu C. m. subsp. sepedonicus.

Taigi 4 straipsnio 2 dalyje nurodyto IF testo rezultatas yra teigiamas, kaip apibrézta pagal IF testo parodymus, patvirtintus
atlikus atrankos testa (PGR/FISH).

Jei organizmo buvimas patvirtinamas, tai padaroma prielaida, kaip nurodyta Direktyvos 93/85/EEB 5 straipsnio 1 dalyje,
kad buvo isskirta ir identifikuota patogeniné grynoji C. m. subsp. sepedonicus kulttira.

1. VAIZDUOJAMOSIOS DIAGRAMOS PRISTATYMAS

1.1. Ziedinio puvinio diagnozavimo bulviy stiebagumbiuose ir augaluose planas

Si tyrimo tvarka taikoma tiriant bulviy stiebagumbius ir augalus, turincius arba jtariamus turint tipiniy Ziedinio
puvinio simptomy. J3 taikant atlickamas greitosios atrankos testas, patogeno isskyrimas i§ uzkrésto vaskuliarinio
audinio ir pas¢jimas i kultring terpe ir, gavus teigiama rezultata, C. m. subsp. sepedonicus kultiiros identifikavimas.
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Bulviy stiebagumbiai ir augalai, turintys ziedinio
puvinio simptomy (')

<>—[ GREITIEJI DIAGNOSTINIAI TESTAI (2) )

( PAGRINDINIS ISSKYRIMO TESTAS (%) )

( Tipiskos morfologijos kolonijos (4) )

C.m. subsp. sepedonicus nenustatyta
< NE (%) Bandinys neuzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus

TAIP

[ Gryninimas perséjimu )
( IDENTIFIKAVIMO TESTAI (°) )—<>—( PATOGENISKUMO TESTAI (') ]

Abiem testais patvirtintas C.m. subsp. sepedonicus
kultdros grynumas

‘ Bandinys neuzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus
TAIP

Bandinys uzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus

) Simptomy aprasymas pateikiamas 2 skirsnyje.
(3  Atitinkami testai:

— IF testas (4 skirsnis),

— PGR testas (6 skirsnis),

— FISH testas (5 skirsnis).

® Nors patogeno iSskyrimas i$ tipiSky simptomy turindios augalinés medzZiagos praskiedimo bldu atliekamas tiesiogiai, paskesnése
uzkrétimo stadijose kultiros gali neaugti. Saprofitinés bakterijos, augancios ant sergancios medziagos, gali peraugti arba slopinti
patogeno augima kultGroms auginti skirtoje terpéje. Todél rekomenduojama naudoti abi: ne selektyvig ir selektyvig terpes, pirmiausia
MTNA (8 skirsnis) arba biotestg (7 skirsnis).

Kolonijos tipiSkos morfologijos apraSymas pateikiamas 8 skirsnyje.

Jei iSskyrimo testo rezultatas neigiamas, o ligos simptomai tipiski, tokiu atveju privaloma pakartoti iSskyrima.
C.m. subsp. sepedonicus kultiros grynumas patikimai identifikuojamas tik atliekant 9 skirsnyje iSvardytus testus.
PatogeniSkumo testas apraSytas 10 skirsnyje.
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1.2. Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus nustatymo ir identifikavimo besimptomiuose bulviy
stiebagumbiy bandiniuose planas

Principas

Testavimo tvarka skirta bulviy stiebagumbiy latentinéms infekcijoms nustatyti. I3skiriant patogena, ypac tipisky
kolonijy atveju, o véliau tvirtinant jo kolonijy grynuma, kaip C. m. subsp. sepedonicus atveju, privaloma papildo-
mai atlikti du atrankos testus, pagristus skirtingais biologijos principais, ir gauti teigiama rezultata. Tik vieno atran-
kos testo teigiamo rezultato nepakanka, kad bty galima jtarti bandini.

Atrankos ir iSskyrimo testy slenkstiné nustatymo jautrumo riba turéty siekti 10°~10* Igsteliy/ml pakartotinai
suspenduotose nuosédose, naudojamose kaip teigiami kontroliniai bandiniai atliekant kiekvieng testy serija.
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( Bulviy stiebagumbiy bandinys (") )
I

Patogeno i$skyrimas ir koncentravimas ()

PAGRINDINIAI ATRANKOS TESTAI (%)
IF testas (*)/PGR testas (°)/FISH testas (5)

( Pirmasis atrankos testas (°) )

)
-

C.m. subsp. sepedonicus nenustatytas
Bandinys neuzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus

C.m. subsp. sepedonicus nenustatytas
Bandinys neuzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus

( Selektyvus i§skyrimas (7) ir biotestas (%) )
I

[ Tipiskos morfologijos kolonijos (°) )

C.m. subsp. sepedonicus nenustatytas
Bandinys neuzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus

( Gryninimas perséjimu )

( IDENTIFIKAVIMO TESTAI (") )—%>—( PATOGENISKUMO TESTAS (2) ]

Abiem testais patvirtintas
C.m. subsp. sepedonicus kolonijos grynumas

‘ Bandinys neuzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus
TAIP

Bandinys uzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus
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" Standartinj bandinj sudaro 200 stiebagumbiy, taciau Sig tvarkg galima taikyti mazesniems nei 200 stiebagumbiy bandiniams, turint
maziau stiebagumbiy.

(3  Patogeno i§skyrimo ir koncentravimo metodai aprasyti 3.1 skirsnyje.

(®  Jei bent dviejy testy, besiskiriangiy pagal biologinius atlikimo principus, rezultatai teigiami, batina atlikti i§skyrima, ir patvirtinima.
Atliekamas bent vienas atrankos testas. Jei Sio testo rezultatas neigiamas, bandinys laikomas neigiamu. Jei Sio testo rezultatas
teigiamas, reikalaujama atlikti du ar daugiau atrankos testy, besiskirian¢iy pagal biologinius principus, pirmajam teigiamam rezultatui
patvirtinti. Jei antrojo testo arba kity testy rezultatai neigiami, bandinys laikomas neigiamu. Paskesniy testy nereikalaujama atlikti.

(*)  Imunofluorescencijos (IF) testas.

Atliekant imunofluorescencijos testa, visada naudojami polikloniniai antikinai, o papildomi monokloniniai antikiinai gali suteikti papildomo
specifiSkumo (zr. 4 skirsnj).

(®) PGR testas.

Naudoti atitinkamai patvirtintus PGR reagentus ir metodikas (zr. 6 skirsnj).

(®)  Fish testas.

Naudoti atitinkamai patvirtintus reagentus ir metodikas (Zr. 5 skirsnj).

()  Selektyvus isskyrimas.

Auginimas MTNA arba NCP-88 terpéje ir pakartotinai suspenduoty nuosédy praskiedimas santykiu 1:100 dauguma atvejy yra tinkamas
C. m. subsp. sepedonicus tiesioginio i§skyrimo metodas. TipiSkos kolonijos gaunamos praéjus 3—10 dieny nuo paséjimo | Iéksteles. Po
to patogeng galima iSgryninti ir identifikuoti. Atliekant testg, kad baty panaudotos visos jo teikiamos galimybés, iSpjautus stiebagumbio
vir§unés Serdies gabaliukus reikia kruopsciai paruosti, kad buty iSvengta antriniy bakterijy, uzkrecianciy stiebagumbius, kurios augimo
terpéje yra C. m. subsp. sepedonicus antagonistai, infekcijos, nes jos gali peraugti patogena. Jei auginimo Iékstelése testas nepavyksta,
patogena reikia iSskirti i$ biotestui naudojamy augaly (zr. 8 skirsnj).

(®) Biotestas taikomas C. m. subsp. sepedonicus i$skirti i§ bulviy ekstrakto nuosédy selektyvaus praturtinimo baklaZzanuose (Solanum
melongena) badu. Atliekant testa, privaloma laikytis optimaliy inkubavimo salygy, kaip nurodyta Sio metodo apraSyme. C. m. subsp.
sepedonicus augimg MTNA ar NCP-88 terpéje slopinancios bakterijos netrukdys atlikti Sio testo (zr. 7 skirsnj).

(®)  Tipiska kolonijy morfologija apibadinta 8 skirsnyje.

(") Auginimo terpéje arba biotesto rezultatai gali bati neigiami dél saprofitiniy bakterijy konkurencijos arba vykdomo slopinimo. Jei atrankos
testy rezultatai teigiami, o i§skyrimo testy rezultatai neigiami, reikia pakartoti iSskyrimo i$ ty paciy nuosédy testus arba naudojant
papildomg vaskuliarinj audinj, paimtg Salia to paties bandinio stiebagumbiy virSinés gabaliuky iSpjovimo vietos, jei batina istirti
papildomus bandinius.

(")  Siekiant patikimai identifikuoti galimas grynas C. m. subsp. sepedonicus kolonijas, reikia atlikti 9 skirsnyje apradytus testus.

("?)  Patogeniskumo testas aprasytas 10 skirsnyje.
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1.3. Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus nustatymo ir identifikavimo besimptomiuose bulviy augaluose
planas
[ Stiebagumbio virsinés segmenty bandinys () )
( Patogeno isskyrimas ir koncentravimas (%) )
~

PAGRINDINIAI ATRANKOS TESTAI (°)
selektyvus isskyrimas (*)/IF testas (*)/PGR testas (°)/FISH testas (7)
galimas papildomas testas: biotestas (?)

J
- - \

Tipiskos morfologijos kolonijos (4) Visy testy rezultatai
po i8skyrimo neigiami )

C.m. subsp. sepedonicus nenustatytas
< NE (°) Bandinys neuzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus
GD
( Gryninimas perséjimu )

( IDENTIFIKAVIMO TESTAI () PATOGENISKUMO TESTAS (') )

Abiem testais nustatytas
C.m. subsp. sepedonicus
kolonijos grynumas

‘ Bandinys neuzkréstas
C.m. subsp. sepedonicus
TAIP

Bandinys uzkréstas
C.m. subsp. Sepedonicus
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("y  Zr. 3.2 skirsnj dél rekomenduojamy bandinio dydziy.

(3)  Patogeno iskyrimo ir koncentravimo metodai aprasyti 3.2 skirsnyje.

(®  Jei bent dviejy pagal biologinius principus besiskiriangiy, testy rezultatai teigiami, reikia atlikti iSskyrima ir patvirtinima.

Atliekamas maziausiai vienas atrankos testas. Jei $io testo rezultatas neigiamas, bandinys laikomas neigiamu. Tuo atveju, kai Sio testo
rezultatas teigiamas, reikalaujama atlikti antrg testg arba daugiau pagal biologinius principus besiskirianéiy testy pirmajam teigiamam
rezultatui patvirtinti. Jei antrojo testo arba kity, testy rezultatai neigiami, bandinys laikomas neigiamu. Paskesniy testy atlikti nereikia.
Selektyvaus iSskyrimo testas ir tipiSka kolonijy morfologija aprasyti 8 skirsnyje.

IF testas apraSytas 4 skirsnyje.
PGR testai aprasyti 6 skirsnyje.
FISH testas aprasytas 5 skirsnyje.
Biotestas apraSytas 7 skirsnyje.

Auginimo terpéje arba biotesto rezultatai gali bati neigiami dél saprofitiniy, bakterijy keliamos konkurencijos arba slopinimo. Kai atrankos
testy rezultatai yra teigiami, taCiau iSskyrimo testy rezultatai neigiami, iSskyrimo testai pakartojami, jei batina, tiriant papildomus
bandinius.

)  Siekiant patikimai identifikuoti galimas grynas C. m. subsp. sepedonicus kolonijas, reikia atlikti 9 skirsnyje aprasytus testus.
(")  Patogenis$kumo testas aprasytas 10 skirsnyje.
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2.

2.1.

2.2.

3.1.

VIZUALINIS ZIEDINIO PUVINIO SIMPTOMU TYRIMAS

Bulviy augalai

Europos klimato saglygomis simptomai labai retai stebimi lauke ir daznai tik vegetacijos laikotarpio pabaigoje. Be
to, Sie simptomai daznai yra paslépti ir (arba) painiojami su kitomis ligomis, senéjimu ar mechaniniais augaly
pazeidimais. Taigi, atliekant patikrinimus lauko salygomis, labai lengva simptomy nepastebéti. Vytimo simpto-
mai labai skiriasi nuo rudojo puvinio simptomy; paprastai vytimas vyksta labai létai ir i§ pradziy stebimas tik
lapy pakrasciuose. Jauni uzkrésti lapai toliau auga, i$skyrus uzkréstas lapo dalis, kurios auga léciau. Dél to susi-
formuoja keisty formy lapai. Lapy, patyrusiy pazeidimg dél kotelio gilesniy vaskuliariniy audiniy vystymosi blo-
kavimo, Zalia spalva daznai i$blunka ir juose susidaro geltonos ir oranzinés spalvos zonos tarp lapo gysly. Pazeisti
lapai, sudétiniy lapy lapeliai ir netgi koteliai gali visiskai sunykti. Daznai lapy ir stiebagumbiy dydis sumazéja.
I§imtiniais atvejais augai biina Zematigiai. Simptomy spektro spalvotus atvaizdus galima rasti tinklavietéje
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

Bulviy stiebagumbiai

Pirminiai simptomai yra tam tikras audinio skaidrumas arba per$vieCiamumas, neminkstéjimas aplink vaskulia-
ring sistema, ypa¢ prie vir§inés. Vaskuliarinis Ziedas prie vir§tinés gali bati Siek tick tamsesnés spalvos negu
paprastai. Pirmasis lengvai nustatomas simptomas — vaskuliarinis Ziedas yra gelsvas, o $velniai paspaudus gumba
i§ indy pradeda sunktis i stirio konsistencija panasi medziaga. Sioje besisunkiancioje medziagoje yra milijonai
bakterijy. Sioje stadijoje vaskuliarinis audinys gali paruduoti ir stiebagumbio simptomai yra panasiis i Ralstonia
solanacearum sukeliamo rudojo puvinio simptomus. I§ pradziy Sie simptomai gali bliti matomi tik vienoje Ziedo
dalyje, nebatinai prie vir$iines, ir palaipsniui gali i$plisti visame Ziede. Uzkratui plintant, vaskuliarinis audinys
ziva; iSoriné Zievés dalis gali atsiskirti nuo vidinés Zievés. Vélesnése uzkrétimo stadijose stiebagumbio pavirsiuje
atsiranda jtrokimy, kuriy pakrasciai daznai btina raudonai rudi. Neseniai Europoje buvo uZregistruota keletas
atvejy, kai zZievés centro puvinys, susidarantis tuo paciu metu, kaip ir vaskuliarinis Ziedas, salygojo tusciaviduris-
kumo ir nekrozés atsiradima. Antrinis uzkrétimas bakterijomis arba grybais gali uZmaskuoti simptomus ir gali
bati sunku, netgi nejmanoma, vélyvuosius Ziedinio puvinio simptomus atskirti nuo kity stiebagumbiy puviniy.
Gali pasitaikyti ir netipisky simptomy. Simptomy spektro spalvotus atvaizdus galima rasti tinklavietéje
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

BANDINIO PARUOSIMAS

Bulviy stiebagumbiai

Pastaba:

—  Standartinis vienam testui skirto bandinio dydis - 200 stiebagumbiy. Intensyvesnés imties atveju reikia atlikti daugiau $io
dydzio bandinio testy. Dél didesnio stiebagumbiy skaiCiaus viename bandinyje nejmanoma arba sunku aiskinti rezultatus.
Taciau $ig tvarkq galima taikyti mazesniems nei 200 stiebagumbiy bandiniams, turint maziau stiebagumbiy.

—  Visy toliau aprasyty aptikimo metody patvirtinimas pagristas 200 stiebagumbiy bandiniy tyrimu.

—  Toliau aprasytg bulviy ekstrakta taip pat galima naudoti aptinkant bulviy rudojo puvinio sukéléjg - bakterijg Ralstonia solanacearum.

Galima atlikti iSankstinj apdorojima prie§ bandinio paruosima:

Nuplauti stiebagumbius. Naudoti atitinkamus dezinfektantus (chloro junginius, kai PGR naudojama visiskai pasa-
linti patogeno DNR) ir detergentus, skirtus kiekvienam bandiniui. Stiebagumbiai i§dziovinami oru. Si plovimo
tvarka ypac¢ naudinga (bet jos taikyti nereikalaujama), kai naudojami bandiniai, turintys dirvoZemio pertekliy ir
kai batina atlikti PGR testa arba taikyti kita tiesioginj DNR i§skyrimo metoda.

Kiekvieno stiebagumbio virsiinés oda paSalinama $variu ir dezinfekuotu skalpeliu arba darzovéms pjaustyti
skirtu peiliu taip, kad vaskuliarinis audinys tapty matomas. Kruop3ciai i$pjaunamas stiebagumbio virsiinés
vaskuliarinio audinio gabaliukas taip, kad nevaskuliarinio audinio bty kuo maziau (7r. tinklaviete
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Pastaba:

Atskirti bet kurj stiebagumbj su jtariamais Ziedinio puvinio simptomais ir istirti atskirai.
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3.2.

3.2.1.

Jei Salinant stiebagumbio vir$iing pastebimi jtariami Ziedinio puvinio simptomai, nupjovus stiebagumbio dalj prie
virstines reikia vizualiai apZiaréti stiebagumbi. Bet kurj perpjauta stiebagumbj reikia laikyti dvi dienas kambario
temperattroje, kad $is sukamstéty, o véliau laikyti karantino salygomis (4-10 °C temperatiiroje), kol bus atlikti
visi testai. Visus vienam bandiniui priklausancius stiebagumbius (jskaitant stiebagumbius su jtariamais simpto-
mais) reikéty laikyti taip, kaip nurodyta II priede.

Stiebagumbiy viriiniy gabaliukai surenkami | nepanaudotas vienkartines talpyklas, kurias galima uzdaryti ir (ar-
ba) uzplombuoti (tuo atveju, kai jos naudojamos pakartotinai, jau panaudotas talpyklas reikéty kruopsciai i§va-
Iyti ir dezinfekuoti chloro junginiais). Pirmiausia stiebagumbiy vir$iiniy gabaliukus reikéty nedelsiant apdoroti. Jei
tai padaryti nejmanoma, jie saugomi talpykloje, nepridedant buferio, 3altai ne ilgiau kaip 72 valandas arba kam-
bario temperattiroje ne ilgiau kaip 24 valandas. Gabaliuky dZitivimas, kamstéjimas ir saprofitiniy bakterijy augi-
mas gali kliudyti aptikti Ziedinj puvinj sukeliancig bakterija.

Stiebagumbio virsiinés gabaliukai apdorojami taikant vieng i§ $iy procediiry:

a)  Gabaliukai pamerkiami j pakankama (apie 40 ml) ekstrahavimo buferinio tirpalo tirj (3 priedélis) ir 4 valan-
das zemesnéje nei 24 °C temperatiroje kratomi rotorine kratykle (50-100 rpm), arba 16-24 valandas
$aldomi.

b)  Gabaliukai pakankamame (apie 40 ml) ekstrahavimo buferinio tirpalo tiryje (3 priedélis) homogenizuojami
naudojant maiSykle (pvz., Waring arba Ultra Thurax) arba juos sutraiSkant uzplombuotame vienkartiniame
mirkymo maiSelyje (pvz., Stomacher ar Bioreba tvirto polietileno maiselyje, 150 mm x 250 mm; sterilizuo-
tame apsvita) guma dengtu mediniu plaktuku arba atitinkamu malimo prietaisu (pvz., Homex).

Pastaba:

Bandiniy kryZminio uzsikrétimo rizika yra ypa¢ didelé, kai bandiniai homogenizuojami naudojant maisykle. Atsargumo priemo-
niy imamasi stengiantis i$vengti aerozolio susidarymo arba nuotékio i§skyrimo metu. Uztikrinama, kad kiekvienam bandiniui
bty naudojami atskiri kg tik sterilizuoti maiyklés peiliai ir indai. Jei atlickamas PGR testas, stengiamasi i§vengti DNR pernesimo
i talpyklas ar malimo aparata. Atlickant PGR testg malimg rekomenduojama atlikti vienkartiniuose maiseliuose ir vienkartiniuose
vamzdeliuose.

Virsnuosedinis skystis nupilamas. Jei jis pernelyg drumstas, yra skaidrinamas létai centrifuguojant (ne didesniu
kaip 180 g grei¢iu 10 minuciy 4-10 °C temperatiiroje) arba filtravimu vakuume (40-100 pm), perplaunant filtrg
papildomu (10 ml) ekstrahavimo buferiniu tirpalu (3 priedélis).

Bakterijos frakcija koncentruojama centrifuguojant 7 000 g grei¢iu 15 minuciy (arba 10 000 g grei¢iu 10 minu-
¢iy) 4-10 °C temperatiiroje ir virsnuosédinis skystis nupilamas nepazeidziant nuosédy.

Nuosédos pakartotinai suspenduojamos 1,5 ml nuosédy buferiniame tirpale (3 priedélis). Naudojama 500 pl tir-
palo C. m. subsp. Sepedonicus tyrimams, 500 pl tirpalo Ralstonia solanacearum tyrimams ir 500 pl tirpalo lyginamie-
siems tyrimams. Pripilama sterilaus glicerino j 500 pl lyginamaja ir likuting bandinio dalis, kad galutiné
koncentracija siekty 10-25 % (tdiris/tdiris), sumaiSoma ir saugoma — 16 — 24 °C temperatiiroje (savaites) arba — 68
- 86 °C temperatiiroje (ménesius). Tyrimo metu tiriamosios alikvotinés bandinio dalys saugomos 4-10 °C
temperatiiroje.

Kartotinis sualdymas ir tirpdymas nerekomenduotini.
Jei ekstrakta reikia veZti, jis pristatomas Saldomoje dézéje per 24-48 valandas.

Siekiant iSvengti uzsikrétimo, bitina, kad visi C. m. subsp. sepedonicus teigiami kontroliniai bandiniai ir tirfamieji
bandiniai baity apdorojami atskirai. Sitaip daroma tiriant visas IF ploksteles ir atliekant visus testus.

Bulviy augalai

Pastaba:

Kad biity aptiktos latentinés C. m. subsp. sepedonicus populiacijos, rekomenduojama tirti sudétinius bandinius. Si tvarka gali biiti
sékmingai taikoma tiriant 200 stiebo daliy sudétinius bandinius. Atliekant apzitiras, rekomenduojama naudoti statistiskai pati-
kima tiriamosios augalo populiacijos bandini.

Nuo kiekvieno stiebo pagrindo vir§ pat dirvos sluoksnio atpjaunamas 1-2 cm segmentas §variu dezinfekuotu
peiliu arba gen¢jimui skirtu sekatoriumi.
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3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Stiebo segmentai trumpai dezinfekuojami 70 % etanoliu ir nedelsiant i§dZiovinami sugeriamuoju popieriumi.

Stiebo segmentai surenkami | uzdarg sterilia talpykla $ia bandiniy imties tvarka:

Stiebo segmentai apdorojami taikant vieng i§ iy procediry:

a)  Segmentai pamerkiami | pakankamo tirio (apytiksliai 40 ml) ekstrahavimo buferinj tirpala (3 priedélis) ir 4
valandas maiSomi besisukancia kratykle (50-100 rpm greic¢iu) mazesnéje nei 24 °C temperatiroje arba 3al-
domi 16-24 valandas.

b)  Apdorojami nedelsiant, sumalant segmentus tvirtame mirkymo mai3elyje (pvz., Stomacher arba Bioreba), ipy-
lus atitinkama ekstrakcijos buferinio tirpalo kiekj (3 priedélis) guma dengtu plaktuku arba atitinkamu malimo
aparatu (pvz., Homex). Jei $ito padaryti nejmanoma, kamieno segmentai saugomi $altai ne ilgiau kaip 72
valandas arba kambario temperattroje ne ilgiau kaip 24 valandas.

Leidus susidaryti nuosédoms per 15 minuciy, virSnuoseédinis skystis nupilamas.

Paprastai véliau nereikalaujama skaidrinti ekstrakto arba koncentruoti bakterinés frakcijos, taciau tai galima atlikti
filtruojant ir (arba) centrifuguojant, kaip aprasyta 3.1.4-3.1.6 skirsniuose.

Neskiestas arba koncentruotas bandinio ekstraktas padalijamas i dvi lygias dalis. Viena ekstrakto dalis tiriama
4-10 °C temperatiiroje, o kita saugoma 10-25 % (turis/tiiris) steriliame glicerine — 16 — 24 °C temperatiiroje (sa-
vaites) arba — 68 — 86 °C temperatiiroje (ménesius) iki paskesnio tyrimo pradzios.

IMUNOFLUORESCENCINES ANALIZES (IF) TESTAS

Principas

Imunofluorescencinés analizés testas kaip svarbiausias atrankos testas, rekomenduojamas taikyti dél jo tinka-
mumo pasiekti reikalaujamas slenkstines vertes.

Kai IF testas atliekamas kaip pagrindinis atrankos testas ir IF rezultatai teigiami, PGR ir FISH testa reikia atlikti
kaip antrajj atrankos testa. Kai IF testas atliekamas kaip antrasis atrankos testas ir IF rezultatai teigiami, reikia
atlikti paskesnj testavima pagal vaizduojamaja diagrama, kad buty baigta analizé.

Pastaba:

Visada naudoti polikloninius antikiinus, kai IF testas atliekamas kaip pagrindinis atrankos testas. Jei naudojant polikloninius anti-
kiinus IF testo rezultatai teigiami, paskesné atranka naudojant monokloninius antikiinus suteikty daugiau specifiskumo, taciau
gali biiti ne tokia jautri.

Naudojami antik@inai, biidingi etaloniniam C. m. subsp. sepedonicus Stamui. Rekomenduojama nustatyti kiekvienos naujos anti-
kiiny partijos titra. Titras apibréziamas kaip didZiausias praskiedimas, kuriam esant vyksta reakcija, tiriant homologinio C. m.
subsp. sepedonicus $tamo 10°-10° lasteliy/ml lasteliy suspensija ir naudojant atitinkama gamintojo rekomenduojama fluoresceino
izotiocianato (FITC) konjugata. Neisgryninty polikloniniy arba monokloniniy antikiiny titras turéty biiti ne mazesnis kaip 1:2000.
Tyrimo metu antikinus reikéty praskiesti iki darbinio praskiedimo (DP), artimo jy titrui arba lygaus jam. Naudoti patvirtintus
antikiinus (Zr. tinklaviete http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Reikéty tirti tik $vieZiai pagamintus ekstraktus. Jei batina, galima tirti ekstraktus, laikomus glicerine — 68 — 86 °C temperatiiroje.
Glicering i$ bandinio galima pasalinti pridéjus 1 ml nuosédy buferinio tirpalo (4 priedélis), pakartotinai centrifuguoti 15 minuciy
7 000 g greiciu ir pakartotinai suspenduoti, pripylus nuosédy buferinio tirpalo lygy tiirj. Daznai Sitai atlikti nebdtina, ypac jei
bandiniai fiksuojami ant plokstelés liepsna (zr. 2.2 skirsnj).

Paruosti atskiras teigiamas kontrolines ploksteles, j kuriy langelius bus pripilta homologinio arba kurio nors eta-
loninio C. m. subsp. sepedonicus $tamo, suspenduoto bulviy ekstrakte, kaip nurodyta 2 priedélyje, ir pasirinktinai
buferiniame tirpale.

Jei jmanoma, | tos pacios plokstelés langelius turéty bati pripilama nattraliai uzkrésto audinio preparato (palai-
komo liofilizacijos arba $aldymo — 16 — 24 °C temperatiiroje biidu) kaip panasaus kontrolinio bandinio.
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4.1.

4.2.

4.3.

Bandiniy, kurie po ankstesniy tyrimy buvo laikomi neigiamais, ekstrakty dalys turéty bati naudojamos kaip nei-
giami kontroliniai bandiniai.

Naudoti daug langeliy turin¢ias mikroskopines ploksteles, pageidautina su 10 langeliy, maziausiai 6 mm skersmens.

Kontrolinis bandinys tiriamas taip pat, kaip ir tiriamasis bandinys.

Tyrimui skirtos plokstelés paruosiamos taikant vieng i§ $iy procediry:

i)  Nuosédos, turincios santykinai nedaug krakmolo:

Standartinis tiiris (15 pl tinka dirbti, kai naudojamos plokstelés, kuriy langelio skersmuo yra 6 mm, o esant
didesniems langeliams, padidinamas ttiris) 1:100 praskiesty pakartotinai suspenduoty bulviy nuosédy lasi-
namas | pirmajj langelj. Véliau nepraskiesty (1/1) pakartotinai suspenduoty nuosédy panasus tiris ladinamas
i vienos tos pacios eilés langelius. Antrojoje eilutéje pakartojamas pirmasis bandinys arba lasinamas antrasis
bandinys, kaip parodyta 1 pav.

i)  Kity nuosédy atveju:

Pakartotinai suspenduotos nuosédos praskiedziamos nuosédy buferiniame tirpale santykiu 1:10 ir 1:100.
Standartinis pakartotinai suspenduoty ir kiekvieno praskiedimo nuosédy tiris (15 pl tinka dirbti, kai naudo-
jamos plokstelés, kuriy langelio skersmuo yra 6 mm, o esant didesniems langeliams, padidinamas tiris) lasi-
namas i langelius vienoje langeliy eilutéje.. Antrojoje eilutéje pakartojamas pirmasis bandinys arba laginamas
antrasis bandinys, kaip parodyta 2 pav.

La3eliai i$dZiovinami kambario temperatiiroje arba kaitinami 40—45 °C temperatiiroje. Bakterinés lastelés fiksuo-
jamos prie plokstelés kaitinant (15 minuciy 60 °C temperatiiroje) arba liepsna, 95 % etanoliu arba bet kuria kita
antiktiny tiekéjy nurodyta tvarka.

Jei bitina, fiksuotos plokstelés véliau gali biti saugomos 3altai sausoje dézéje kiek galima trumpiau (ilgiausiai 3
ménesius) iki tyrimo.

IF tvarka

i)  Plokstelé, paruosta kaip nurodyta 4.1(i):

Paruogiamas antikiiny dukart praskiesty IF buferiniu tirpalu, rinkinys. | pirma langelj pripilama 1/2 titro
(T/2), i kitus - 1/4 titro (T[4), 1/2 titro, (T/2), titrg (T) ir dukart titro antikiiny (2T).

ii)  Plokstele, paruosta kaip nurodyta 4.1(ii):

Atliekamas antikiiny darbinis praskiedimas (DP) IF buferiniame tirpale. Darbinis praskiedimas turi jtakos anti-
kiiny specifiskumui.

1 pav. Tiriamosios plokstelés paruosimas pagal 4.1(j) ir 4.3(i)

Pakartotinai suspenduoty nuosédy praskiedimai

1/100 1/1 11 1/1 1/1 O  Pakartotinai suspenduoty
nuosédy praskiedimas

(T = titras) T/2 T/4 T/2 T 2T O  Antiserumy/antikiiny
praskiedimai dukart

1 bandinys

0000

1 bandinio arba 2 bandinio

pakartojimas . ’ ‘8 .9 ’ ]
6 7 1
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

2 pav. Tiriamosios plokstelés paruosimas pagal 4.1(ii) ir 4.3(ii)

Antiserumo/antikiiny darbinis praskiedimas

1/1 1/10  1/100 tudcias tuSCias [J Pakartotinai suspenduoty
nuosédy praskiedimas 1/10

1 bandinys

©0000.
1 bandinio 2 bandinio
pakartojimai . . . . .
6 7 8 9 10

Plokstelés isdéliojamos ant drégno popieriaus. Kiekvienas testuojamasis langelis sklidinai pripildomas praskiesty
antikiiny tirpalo. | kiekvieng langelj pripilamo antikiiny tirpalo tiiris turi atitikti bent tiriamojo ekstrakto tiirj.

Antikiiny tiekéjams nepateikus naudojimo instrukcijy, laikomasi ios tvarkos:

Plokstelés laikomos uzdengtos ant drégno popieriaus 30 minuciy kambario temperatiroje (18-25 °C).

Nukrésti nuo kiekvienos plokstelés laselius ir kruop$ciai nuplauti IF buferiniu tirpalu. Perplaunama pripilant IF
buferinio tirpalo, turin¢io Tween (3 priedélis), ir laikoma 5 minutes, po to pripilama IF buferinio tirpalo ir laikoma
dar 5 minutes. Vengti aerozolio susidarymo arba laseliy pernesimo, dél kurio gali jvykti kryZzminé tarSa. Pertekli-
nis vanduo atsargiai pasalinamas nusausinant.

Plokstelés i§déliojamos ant drégno popieriaus, j langelius pripilama praskiesto titrui nustatyti naudojamo FITC
konjugato. ] langelius pripilamo konjugato tiris turi atitikti pripilamy antikiny tirpalo tarj.

Plokstelés 30 minuciy laikomos uzdengtos ant drégno popieriaus kambario temperatiroje (18-25 °C).

Konjugato laseliai nukratomi nuo plokstelés. Plokstelé sudrékinama ir plaunama, kaip aprasyta 4.3.3 skirsnyje.

Atsargiai pasalinamas perteklinis vanduo.

] kiekvieng tiriamajj langelj pipete jladinama po 5-10 pl 0,1M fosfatinio buferinio glicerino tirpalo arba komerci-
nio priesblukinanciu aktyvumu pasizymincio ryskintojo tirpalo (3 priedélis), ir plokstelé uzdengiama dengia-
muoju stikleliu.

IF testo rezultatai:

Tiriamasias ploksteles stebéti epifluorescenciniu mikroskopu naudojant filtrus, tinkamus FITC suzadinimui, ir alie-
jaus arba vandens imersinius tirpalus esant 500-1 000 karty padidinimui. Langeliai stebimi per dviguba skers-
menj desiniuosiuose kampuose ir aplink perimetrg. Bandiniy, neturin¢iy arba turin¢iy nedaug lasteliy, atveju
stebima maziausiai 40 laukeliy.

Pirmiausia stebima teigiama kontroliné plokstelé. Lastelés turi $viesiai fluorescuoti ir biti visiskai nusidaziusios
esant nustatytam antikiiny titrui arba darbiniam praskiedimui. IF testa (4 skirsnis) reikia pakartoti, jei dazymasis
nepavyko.

Tirlamyjy ploksteliy tiriamuosiuose langeliuose stebimos $viesiai fluorescuojancios tipiskos morfologijos C. m. subsp.
sepedonicus lastelés (Zr. tinklaviete http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluorescencijos intensy-
vumas privalo bati lygiavertis teigiamo kontrolinio stamo fluorescencijos intensyvumui arba net didesnis uz jj esant
tam paciam antikiiny praskiedimui. [ ne visai nusidaZiusias lasteles ar silpnai fluorescuojancias lasteles nekreipiama
démesio.

Itarus kokig nors tar$g, testa privaloma pakartoti. Taip gali atsitikti tuo atveju, kai visose vienos partijos plokste-
lése matomos teigiamos lastelés dél buferinio tirpalo tarSos arba dél to, kad stebimos teigiamos Igstelés (uz ploks-
telés lango riby) ant plokstelés dangtelio.

Yra keletas budingy IF testo specifiskumo problemy. Gali pasitaikyti foniniy fluorescuojanciy netipiskos morfo-
logijos lasteliy populiacijy ir | C. m. subsp. sepedonicus savo dydziu bei morfologija panasiy kryzmiskai reaguojan-
¢iy saprofitiniy bakterijy, randamy bulviy stiebagumbiy virstiniy gabaliuky nuosédose.
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4.4.4.

4.4.5.

5.1.

Tirti tik tipisko dydzio ir morfologijos fluorescuojancias Igsteles esant antikiiny titrui arba darbiniam praskiedi-
mui, kaip nurodyta 4.3.

IF testo rezultaty aiskinimas:

i)  Jei stebimos $viesiai fluorescuojancios tipiskos morfologijos lastelés, apskaiciuojamas tipisky lasteliy vie-
name mikroskopiniame laukelyje vidurkis ir tipisky lasteliy skai¢ius pakartotinai suspenduoty nuosédy vie-
name mililitre (4 priedélis).

Bandiniai, kuriy 1 ml yra maZiausiai 5x10° tipisky lgsteliy, laikomi uzkréstais. Reikalaujama juos tirti toliau.

i) IF testo rezultatai laikomi neigiamais, kai viename bandiniy mililitre yra maziau nei 5x10° lasteliy, ir toks
bandinys laikomas neigiamu. Toliau tirti nereikalaujama.

FLUORESCENCINES HIBRIDIZACIJOS IN SITU (FISH) TESTAS

Principas

Kai FISH testas taikomas kaip pirmasis atrankos testas ir nustatoma, kad jis teigiamas, IF test reikia atlikti kaip
antrgjj privalomajj atrankos testa. Kai FISH testas taikomas kaip antrasis privalomasis testas ir nustatoma, kad jis
teigiamas, yra reikalaujama atlikti paskesnj testavimg pagal vaizduojamaja diagrama tam, kad diagnozé bity baigta.

Pastaba:

Naudoti patvirtintus oligonukleotidy, biidingy C. m. subsp. sepedonicus, bandinius (7 priedélis). Siuo metodu atliekant iSankstinj
testa, bandiniy ekstraktuose, kurie anks¢iau buvo neigiami, viename mililitre turéty biiti pakartotinai aptinkama maziausiai 10°-
10* C. m. subsp. sepedonicus lasteliy.

Si tvarka pirmiausia turéty biiti taikoma $vieZiai paruostam bandinio ekstraktui, taciau ja galima taikyti ir ekstra-
ktui, kuris buvo laikomas glicerine — 16 — 24 °C arba — 68 — 86 °C temperatiiroje.

Bandinio ekstrakto, kuriame nenustatyta C. m. subsp. sepedonicus lasteliy, alikvotines dalis naudoti kaip neigiamus
kontrolinius bandinius.

3-5 dieny amziaus kultiiry suspensijas, turincias C. m. subsp. sepedonicus (pvz., NCPPB 4053 arba PD 406 $tamo)
0,01M fosfatiniame buferiniame tirpale 10°-10° Iasteliy/ml, reikéty naudoti kaip teigiamus kontrolinius bandi-
nius (apie paruodima zr. 2 priedélyje). Paruosti atskiras teigiamas kontrolines ploksteles, skirtas homologiniam
arba bet kuriam etaloniniam C. m. subsp. sepedonicus $tamui, suspenduotam bulviy ekstrakte, kaip nurodyta 2
priedélyje.

FITC zyma pazyméti oligonukleotidiniai bandiniai, budingi eubakterijoms, labai naudingi kontroliuojant hibridi-
zavimo procesa, kadangi jais nudazomos visos bandinyje esancios eubakterijos.

Kontrolinis bandinys tiriamas tokiu pat bidu, kaip ir tiriamasis bandinys.

Bulviy ekstrakto fiksavimas
Paskesné metodika pagal Wullings et al. (1998):
Paruosti fiksavimo tirpalg (Zr. 7 priedélj).

[ Eppendorfo mégintuvélj jlasinama po 100 pl kiekvieno bandinio ekstrakto, ir mégintuvélis centrifuguojamas
8 min 7 000 g greiciu.

Nupilamas virSnuosédinis skystis ir nuosédos istirpinamos 500 pl fiksavimo tirpalo, paruosto prie§ maziau kaip
24 valandas. Mégintuvélis sukratomas pavartant ir per naktj inkubuojamas 4° C temperatiiroje.

Kita fiksuojanti medziaga yra 96 % etanolis. Nuosédos, gautos 5.1.2 etape, iStirpinamos 50 pl 0,01M fosfatinio
buferinio tirpalo 50 pl 96 % etanolio. Misinys apverciamas aukstyn sumaisant ir 30-60 minuciy inkubuojamas
4 °C temperatiiroje.
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5.1.4.

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.

Meégintuvelis centrifuguojamas 8 min 7 000 g greiciu, vir$nuosédinis skystis nupilamas ir nuosédos pakartotinai
suspenduojamos 75 pl 0,01M fosfatinio buferinio tirpalo (zr. 3 priedélj).

[ $varios daug langeliy turincios plokstelés langelius jlasinama po 16 pl fiksuoty suspensijy taip, kaip parodyta 3
pav. Kiekviena plokstelé skiriama 2 bandiniams istirti, {ladinus juos nepraskiestus po 10 pl, ir véliau padaryti 1:100
praskiedima (0,01M fosfatiniu buferiniu tirpalu). Likusj bandinio tirpala (49 pl) galima saugoti — 20 °C tempera-
taroje, jpylus 1 tirj 96 % etanolio. Jei reikia pakartoti FISH testa, etanolis pasalinamas centrifuguojant ir jpilant
tokj pat tarj 0,01M fosfatinio buferinio tirpalo (sumaiSoma pavartant).

3 pav. FISH testui skirtos plokstelés isklotiné

1 bandinys tuscias tuscias tuscias 2 bandinys
1 langelis 2 langelis 3 langelis 4 langelis 5 langelis
1 bandinys tuscias tuscias tuscias 2 bandinys
6 langelis 7 langelis 8 langelis 9 langelis 10 langelis

1 dengiamasis stiklelis 2 dengiamasis stiklelis

Plokstelés dziovinamos ore (arba ploksteliy dZiovintuve 37 °C temperatiiroje) ir fiksuojamos liepsna.

Siame etape darbg galima nutraukti ir hibridizavima atlikti kita dieng. Plokstelés turi biiti nedulkétos, ir jas reikia
laikyti sausas kambario temperatiroje.

Pasiruosimas hibridizacijai ir hibridizacija

Paruosiamas lizocimo tirpalas, 10 mg lizocimo (Sigma L-6876) iStirpinus 10 ml buferinio tirpalo (100mM Tris-
HCl, 50mM EDTA, pH 8,0). Sj tirpala galima saugoti, taciau ji uzsaldyti ir atitirpdyti galima tik viena karta. |
kiekvieng bandiniui skirtg plokstelés langelj jlasinama po 50 pl lizocimo tirpalo, ir plokstelé 10 minuc¢iy laikoma
kambario temperatiiroje. Plokstelés pamerkiamos j demineralizuotg vandenj tik vieng kartg ir dZiovinamos filtri-
niu popieriumi.

Priesingu atveju vietoj lizocimo j kiekviena langelj galima jpilti po 50 ul 40-400pg ml™" proteinazés K, istirpintos
buferiniame tirpale (20 mM Tris-HCl, 2mM CaCl,, pH 7,4), ir plokstele 30 minuciy inkubuoti 37 °C temperatiiroje.

Vanduo pasalinamas i3 lasteliy, kas minute jpilant laipsniskai didéjancios koncentracijos - 50 %, 80 % ir 96 % -
etanolio. Plokstelés dziovinamos oru, jdéjus jas  plokstelems skirtg laikiklj.

Parengiama drégna inkubavimo kamera, oro nepraleidziancios dézés dugng uzdengus sugeriamuoju arba filtriniu
popieriumi, i$mirkytu 1x hybmix (7 priedélis). Dézé maziausiai 10 minuciy paliekama hibridizavimui skirtoje
krosneléje 55 °C temperatiiroje.

Paruosti hibridizacijos tirpala (7 priedélis), i vienos plokstelés langelius jpylus 45pl ir 5 minutes atliekant i$anks-
tinj inkubavima 55 °C temperattiroje.

Plokstelés padedamos ant karsto 45 °C temperatiiros padéklo ir i kiekvienos plokstelés 4 langelius jpilama po
10 pl hibridizavimo tirpalo.

Kiekviena plokstelé uzdengiama dviem dengiamaisiais stikleliais (24 x 24 mm), kad neprasiskverbty oras. Ploks-
telés sudedamos i pasildyta drégng kamerg ir per naktj krosnelé¢je 55 °C temperatiroje tamsoje atlickamas
hibridizavimas.

] tris laboratorines kolbas jpilama po 1 1 ypac gryno vandens (YGV), 11 1x hybmix tirpalo (334 ml 3x hybmix ir
666 ml YPV) ir 11 1/2x hybmix (167 ml 3x hybmix ir 833 ml YGV). Kiekviena kolba pasildoma 55 °C tempera-
tiros vandens vonioje.

Plokstelés atidengiamos ir jdedamos | ploksteliy laikikl;.

Bandinio perteklius pasalinamas 15 minuciy inkubuojant plokstele laboratorinéje kolboje 55 °C temperatiroje, j
kuria jpilama viengkart koncentruoto hybmix tirpalo
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5.2.10. Ploksteliy laikiklis pamerkiamas i 1/2 koncentracijos hybmix plovimo tirpalg ir dar 15 minuciy inkubuojamas.

5.2.11. Plokstelés trumpam pamerkiamos | YGV ir padedamos ant filtrinio popieriaus. Perteklinis vanduo pasalinamas,
pavir$iy padengiant filtriniu popieriumi. | kiekviena langelj pipete ilasinama po 5-10 pl priesblukinanciu akty-
vumu pasizyminéio ryskintojo tirpalo (pvz., Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA arba jam lygiavercio) ir visa
plokstelé uzdengiama viena (24 x 60 mm) dengiamuoju stikleliu.

5.3. FISH testo rezultaty aiSkinimas

5.3.1.  Ploksteles, pamerktas | imersinj aliejy, nedelsiant stebéti mikroskopu, tinkanciu epifluorescencinei mikroskopi-
jai ir padidinus 630 ir 1000 karty. Bandinyje esancios eubakterines lastelés (jskaitant Gram(-) lasteles), stebimos
per fluoresceino izotiocianatui (FITC) tinkama filtrg, atrodo fluorescuojanciai Zaliai. Cy3 dazu dazytos C. m. subsp.
sepedonicus lastelés, stebimos per tetrametilrodamino-5-izotiocianatui skirtg filtra, atrodo fluorescuojanciai raudo-
nai. Palyginti tiriamyjy ir teigiamy kontroliniy lasteliy morfologija. Lastelés turi fluorescuoti $viesia spalva ir bati
visiSkai nusidaziusios. FISH testg (9.4 skirsnis) reikia pakartoti, jei dazymasis nepavyko. Langeliai stebimi per dvi-
guba skersmenj deSiniuosiuose kampuose ir aplink perimetra. Jei bandiniai neturi lasteliy arba turi jy nedaug,
stebima maziausiai 40 laukeliy.

5.3.2.  Stebéti budingos morfologijos Sviesiai fluorescuojancias C. m. subsp. sepedonicus lasteles tiriamyjy ploksteliy tiria-
muosiuose langeliuose (Zr. tinklaviete http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluorescencijos
intensyvumas privalo biti lygiavertis arba net didesnis uz teigiamo kontrolinio §tamo fluorescencijos intensyvuma.
| ne visai nusidaziusias lgsteles ar silpnai fluorescuojancias lasteles nekreipiama démesio.

5.3.3.  [Itarus bet kokig tar$a, testg privaloma pakartoti. Taip gali atsitikti tuo atveju, kai visose vienos partijos plokstelése
matomos teigiamos lastelés dél buferinio tirpalo tarSos arba dél to, kad stebimos teigiamos lastelés (uz plokstelés
langelio riby) ant plokstelés dangtelio.

5.3.4.  Yra keletas buidingy FISH testo specifiskumo problemy. Gali pasitaikyti foniniy fluorescuojanciy netipiskos mor-
fologijos lasteliy populiacijy ir i C. m. subsp. sepedonicus savo dydziu bei morfologija panasiy kryzmiskai reaguo-
janciy saprofitiniy bakterijy, nors tokie atvejai gerokai retesni nei IF testo atveju tiriant bulviy stiebagumbiy
vir§inés gabaliuky segmenty nuosédas.

5.3.5.  Tirti tik tipisko dydzio ir morfologijos fluorescuojancias lasteles, Zr. 5.3.2 skirsnj.
5.3.6.  FISH testo rezultato aiskinimas:

i)  Teigiami FISH testo rezultatai gaunami tada, kai per FITC filtrg stebimos tipisko dydzio bei morfologijos
$viesiai Zaliai fluorescuojancios C. m. subsp. sepedonicus lastelés, ir per rodamino filtrg stebimos visos teigia-
mos kontrolinés lastelés fluorescuoja §viesiai raudona spalva, o tarp neigiamy kontroliniy lgsteliy jokios fluo-
rescencijos néra. Jei randama $viesiai fluorescuojanciy biidingos morfologijos lasteliy, apskaiciuojamas tipisky
lasteliy viename mikroskopiniame laukelyje vidurkis ir tipisky lasteliy skai¢ius pakartotinai suspenduoty nuo-
sédy viename mililitre (4 priedélis). Bandiniai, kuriy 1 ml yra maziausiai 5 x 10? tipisky lasteliy, laikomi
uzkréstais. Reikalaujama juos tirti toliau. Bandiniai, kuriy pakartotinai suspenduoty nuosédy 1 ml yra maziau
kaip 5 x 10° tipisky lasteliy, laikomi neigiamais.

ii)  FISH testas yra neigiamas tada, kai per rodamino filtra tipisko dydzio ir morfologijos $viesiai raudonai fluo-
rescuojancios C. m. subsp. sepedonicus néra stebimos, jei $viesiai raudonai fluorescuojancios Igstelés per roda-
mino filtra stebimos teigiamuose kontroliniuose bandiniuose.

6. POLIMERAZES GRANDININES REAKCIJOS (PGR) TESTAS

Principai

Kai PGR testas atlickamas kaip pagrindinis atrankos testas ir gaunami teigiami rezultatai, yra batina atlikti IF testa
kaip antrg privalomajj atrankos testa. Kai PGR testas atlickamas kaip antras atrankos testas ir gaunami teigiami
rezultatai, tai paskesnj testavima reikia atlikti pagal vaizduojamaja diagrama tam, kad diagnozé bty baigta.

Sio metodo, kaip pagrindinio atrankos testo, visas galimybes rekomenduojama panaudoti tik igijus atitinkamos
patirties.
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6.1.

6.1.(a)

Pastaba:

Siuo metodu atlickant iSankstinj testa, bandiniy ekstraktuose, kurie anks¢iau buvo neigiami, viename mililitre turéty bati pakar-
totinai aptinkama maziausiai 10°>-10* C. m. subsp. sepedonicus lasteliy. Gali biiti reikalaujama atlikti optimizavimo eksperimentus,
kad visose laboratorijose biity pasiektas didZiausias nustatymo jautrumas ir specifiSkumas.

Naudoti patvirtintus PGR reagentus ir metodikas. Pirmiausia pasirinkti metoda, kurj taikant naudojamas vidinis kontrolinis
bandinys.

Imtis atitinkamy atsargumo priemoniy, siekiant isvengti bandinio uZter$imo tiriamaja DNR. PGR testg turéty atlikti patyres mole-
kulinés biologijos laboratorijy techninis personalas, kad biity sumazinta tarSos tiriamaja DNR galimybeé.

Neigiami kontroliniai bandiniai (DNR i3skyrimo ir PGR procediroms) turéty visada bati laikomi galutiniais ban-
diniais, kuriais jrodoma, ar jvyko tarsa DNR.

Atliekant PGR testa reikéty naudoti Siuos neigiamus kontrolinius bandinius:

— bandinio ekstrakta, kuris atlikus ankstesnj tyrima buvo laikomas neuzkrestas C. m. subsp. sepedonicus,
— buferinius kontrolinius tirpalus, naudojamus i§ bandinio i$skirti bakterijai ir DNR,

— PGR reakcinj miSinj.

Reikéty naudoti Siuos teigiamus kontrolinius bandinius:

—  pakartotinai suspenduoty nuosédy, j kurias pridéta C. m. subsp. sepedonicus, alikvotines dalis (apie paruosima
zr. 2 priedélyje),

— virulentisko C. m. subsp. sepedonicus izoliato (pvz., NCPPB 2140 arba NCPPB 4053)10°/ml Igsteliy vande-
ning suspensija,

— jei jmanoma, atlickant PGR testa taip pat reikéty naudoti i§ teigiamy kontroliniy bandiniy i$skirta DNR.
Siekiant isvengti galimos tarSos, tiriamieji teigiami kontroliniai bandiniai paruoSiami atskirai nuo tiriamyjy bandiniy.

Reikéty stengtis, kad bandiniy ekstraktuose nebiity dirvozemio. Todél tam tikrais atvejais rekomenduotina ekst-
raktus paruosti naudojant plautas bulves, jei dirbama pagal PGR metodikas.

DNA gryninimo metodai
Naudoti teigiamus ir neigiamus kontrolinius bandinius, kaip apradyta pirmiau.
Kontroling medziaga paruosti taip pat, kaip ir bandinj.

Tiriamoji DNR i§ sudétingy bandiniy substraty i$skiriama jvairiais metodais, taigi PGR ir kity fermentiniy reakcijy
inhibitoriai pasalinami ir tiriamoji DNT sukoncentruojama bandinio ekstrakte.

Paskesnis metodas buvo optimizuotas tam, kad bty atliekama patvirtinta PGR, aprasyta 6 priedélyje.

Pastrick (2000) metodas:

1. 220 pl lizés buferinio tirpalo (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) ilainti |
1,5 ml tario Eppendorf mégintuvelj.

2. Ipilti 100 pl bandinio ekstrakto ir mégintuvélj 10 minuciy laikyti termostate arba vandens voneléje 95 °C
temperatiiroje.

3. Mégintuvelj 5 minutes palaikyti lede.

4. Ipilti 80 pl lizocimo pradinio tirpalo (50 mg lizocimo/ml 10 mM Tris HCl, pH 8,0 buferiniame tirpale) ir 30
minuciy inkubuoti 37 °C temperatiiroje.

5. Ipilti 220 pl Easy DNA® tirpalo A (Invitrogen), gerai sukratyti ir 30 minuciy inkubuoti 65 °C temperatiiroje.
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6.1.(b)

6.2.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6. 1Ipilti 100 pl Easy DNA® tirpalo B (Invitrogen), intensyviai kratyti, kol nuosédos issisklaidys mégintuvélyje ir
bandinys taps vienodai klampus.

7. Ipilti 500 pl chloroformo ir kratyti tol, kol sumazéja klampumas ir miSinys tampa homogeniskas.

8. 20 minuciy centrifuguoti 15 000 g greiciu 4 °C temperatiiroje, kad baty atskirtos fazés ir susidaryty interfazé.
9. Perpilti virduting faze | naujai paruosta Eppendorf mégintuvélj.

10. Ipilti 1 ml 100 % etanolio (- 20 °C), trumpai pakratyti ir 10 minuciy inkubuoti lede.

11. 20 minudiy centrifuguoti 15 000 g greiciu 4 °C temperattroje ir i§ nuosédy pasalinti etanol;.

12. Ipilti 500 pl 80 % etanolio (- 20 °C) ir sumaidyti, pavartant mégintuvelj.

13. 20 minudiy centrifuguoti 15 000 g greiciu 4 °C temperatiroje ir iSsaugoti nuosédas bei pasalinti etanolj.
14. Leisti nuosédoms i§dzifiti ore arba greitajame DNR siurblyje.

15. Pakartotinai suspenduoti nuosédas 100 pl steriliame ypa¢ gryname vandenyje ir maziausiai 20 minuciy
palikti kambario temperatroje.

16. Kol bus atlickama PGR, laikyti — 20 °C temperatiiroje.

17. Centrifuguojant i$sodinti bet kurj baltos spalvos precipitata ir 5 pl supernatanto, turin¢io DNR, panaudoti
PGR atlikti.

Kiti metodai

Kiti DNR i§skyrimo metodai (pvz., naudojant bendrovés Qiagen DNeasy rinkini, skirtg augaly DNR isskirti) galéty
biiti taikomi, jei jrodoma, kad jie tokie pat efektyviis igskiriant DNR i§ kontroliniy bandiniy, kuriy 1 ml yra 10°-
10* patogeno lasteliy.

PGR

Tiriamosios ir kontrolinés matricos paruosiamos PGR pagal patvirtintg metodika (6 priedelis). Bandinio DNR ekst-
raktas praskiedziamas ypa¢ grynu vandeniu santykiu 1:10.

Pagal paskelbtg metodika paruosiamas atitinkamas PGR reakcinis misinys tar3ai atsparioje aplinkoje (6 priedélis).
Patvirtinta PGR yra daugybiné reakcija, kurig atliekant taip pat naudojamas vidinis PGR kontrolinis bandinys.

[ 25 ul PGR reakcinio misinio, esancio steriliuose PGR skirtuose mégintuvéliuose, jpilama 5 pl DNR ekstrakto.

Naudojamas neigiamas kontrolinis bandinys, sudarytas tik i§ PGR reakcinio misinio, ir vietoj bandinio { jj jpilama
ypac gryno vandens, kuris naudojamas ir PGR misinyje.

Meégintuveéliai jdedami j ta patj PGR reaktoriy, kuris buvo naudojamas atlickant iSankstinj tyrima, ir atlickama
atitinkamai optimizuota PGR (6 priedélis).

PGR produkto analizé

Padaugintos matricinés DNR bandiniai analizuojami elektroforezés agarozés gelyje metodu. | gelj ineSama maziau-
siai po 12 pl padauginto DNR reakcinio misinio, sumaisyto su 3 pl jnesimo buferinio tirpalo (6 priedélis). Nau-
dojami 2 % (svoris|tiiris) agarozés geliai, pagaminti taikant tris-acetato-EDTA (TAE) buferinj tirpala (6 priedélis),
ir elektroforezé atlickama esant 5-8 V/cm. Naudojama atitinkamo ilgio DNR Zymé, pvz., 100bp ilgio fragmentas.

DNR juostelés iSryskinamos 30-45 minutes dazant etidiumo bromido dazu (0,5 mg/l); dirbant su Siuo mutagenu
yra imamasi atsargumo priemoniy.

Gelis apzitirimas ap3vietus jj trumpyjy UV bangy persvietéju (pvz., bangos ilgiui siekiant X = 302 nm), stebimi
numatomo ilgio padaugintos DNR fragmentai (6 priedélis), ir stebéjimai uzragomi.
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7.1.

7.2.

7.3.

Gavus naujy duomeny arba esant naujiems atvejams, padaugintos DNR tapatybé nustatoma, atliekant likusios
padaugintos DNR restrikcing analiz¢, DNR inkubuojant atitinkamo fermento ir buferinio tirpalo misinyje kamba-
rio temperatiroje (Zr. 6 priedéli). Suskaldyti fragmentai analizuojami agarozés gelio elektroforezés metodu ir ste-
bimas biidingas restrikcijos fragmentas, gelj nudazius etidiumo bromidu ir apvieciant UV perdvietéju, bei
palyginant su nesuskaldytu ir suskaldytu teigiamu kontroliniu bandiniu.

PGR testo rezultato aiskinimas:

PGR testas yra neigiamas, jei tiriamajame bandinyje nenustatomas numatomo dydzio padaugintos C. m. subsp.
sepedonicus budingos DNR fragmentas, bet jis nustatomas visuose teigiamuose kontroliniuose bandiniuose (kai
daugybiné PGR atlickama naudojant augalui bidingus vidinius kontrolinius pradmenis, antrajj numatoma PGR
produkta reikia padauginti kartu su tiriamuoju bandiniu).

PGR testas yra teigiamas, jei aptinkamas numatomo dydzio padaugintos C. m. subsp. sepedonicus biidingos DNR
fragmentas, suskaldytas restriktaze (kai reikalaujama), ir jei jis negaunamas i§ bet kurio neigiamo kontrolinio ban-
dinio. Patikimas teigiamo rezultato patvirtinimas gali biti gaunamas pakartojant testa ir naudojant antrajj DNR
pradmeny rinkinj (9.3 skirsnis).

Pastaba:
PGR inhibicija galima jtarti, jei padaugintos matricinés DNR fragmetas gaunamas i§ teigiamo kontrolinio bandinio, turincio C. m.
subsp. sepedonicus vandenyje, taciau neigiami rezultatai gaunami naudojant teigiamg kontrolinj bandini, turintj C. m. subsp. sepe-

donicus bulviy ekstrakte. Kai daugybiné PGR atlickama naudojant vidinius PGR kontrolinius bandinius, reakcijos inhibicija ste-
bima negavus abiejy padauginty matriciniy DNR.

Uzsikrétima galima jtarti, jei numatoma padauginta DNR gaunama i vieno arba daugiau neigiamy kontroliniy
bandiniy.

BIOTESTAS
Pastaba:
Siuo metodu isankstinj tyrimg atliekant bandiniy ekstraktuose, kurie anks¢iau buvo neigiami, 1 ml turéty biti galima nustatyti

10%-10* C. m. subsp. sepedonicus kolonijas sudaran¢iy vienety (apie paruosima zr. 2 priedélyje).

Didziausio nustatymo jautrumo galima tikétis, kai naudojamas $vieziai paruostas bandinio ekstraktas ir laikomasi
optimaliy augimo salygy. Taciau $j metodg galima s¢kmingai taikyti tiriant ekstraktus, laikytus glicerine — 68
- 86 °C temperatiiroje.

Kai kurios baklazany veislés yra puiki C. m. subsp. sepedonicus dauginimosi terpé net ir nesant simptomy ir yra
puikus bakterijos Seimininko patvirtinimo testas.

Augimo sglygas reikéty optimizuoti, kad biity sumazintas netikry neigiamy rezultaty gavimo pavojus.
Dél auginimo 7r. 8 priedél;.

Likusia pagal 3.1.6 arba 3.2.5 skirsnj pakartotinai suspenduoty nuosédy alikvoting dalj paskirstyti tarp baklazany
taikant vieng iS toliau pateikiamy metody (7.3 arba 7.4 skirsnis). Naudoti tik 2-3 lapeliy stadijos augalus ir suda-
ryti salygas visiskai pasiekti treciojo tikrojo lapelio stadija. Kad bty visiskai sunaudota pakartotinai suspenduoty
nuosédy likusi dalis ir buty efektyviai atliktas toliau aprasytas inokuliavimas, reikia, kad vieng bandinj sudaryty
15-25 baklazanai.

Baklazanai 1-2 dienas pries inokuliavimg nelaistomi, kad baity sumazintas turgorinis lapy slégis.
Inokuliavimas jpjovos vietoje

Laikant augalg dviem pirstais, suspenduoty nuosédy lasas (apytiksliai 5-10 pl) uzlasinamas ant stiebo tarp séklas-
kil¢iy ir pirmojo lapelio.

Steriliu skalpeliu padaromas jstrizinis 1 cm ilgio ir 2/3 stiebo storio gylio pjiivis nuo tos vietos, kur buvo uzlasin-
tas suspenduoty nuosédy lasas.

Pjuvis uzsandarinamas steriliu vazelinu, tam naudojant $virksta.
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7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

7.10.

Inokuliavimas §virkstu

Baklazany stiebai vir§ séklaskil¢iy inokuliuojami, tam naudojant $virksta su hipodermine adata (ne maziau
kaip 23G). Bandinys padalijamas po lygiai visuose baklazanuose.

Kaip teigiami kontroliniai augalai, 5 baklazanai inokuliuojami Zinomos C. m. subsp. sepedonicus kultiros 10°~10°
lasteliy/ml vandenine suspensija ir, kai jmanoma, uzkréstu stiebagumbio audiniu (4 skirsnis), taikant tg patj ino-
kuliavimo metoda (Zr. 7.3 arba 7.4 skirsni).

Kaip neigiami kontroliniai augalai, 5 baklazanai steriliu nuosédy buferiniu tirpalu inokuliuojami taikant ta patj
metodg (7.3 arba 7.4 skirsnis).

Augalai 4 savaites 18-24 °C temperatiiroje laikomi karantino salygomis. Augalai auginami esant pakankamai §vie-
sos ir drégmés (70-80 %) ir vandens, kad nepermirkty ar nenuvysty dél vandens trikumo. C. m. sepedonicus las-
telés Ziiva esant aukstesnei kaip 30 °C temperatiirai, o jy optimali temperatiira yra 21 °C. Siekiant i$vengti tarSos,
teigiami kontroliniai ir neigiami kontroliniai augalai auginami aiskiai atskirtuose loveliuose Siltnamyje arba augi-
nimui skirtoje patalpoje, o jei triiksta erdvés, tai uztikrinama atskirtis. Jei skirtingais bandiniais inokuliuojamus
augalus reikia auginti kartu, jie atskiriami skydeliais. Tresimo, laistymo, patikrinimo ir kity operacijy metu labai
riipinamasi, kad biity i§vengta kryzminio uzsikrétimo. Biitina uztikrinti, kad i Siltnamius ir auginimui skirtas patal-
pas nepatekty jokie vabzdziai kenkéjai, nes jie pernesa bakterija nuo vieno bandinio prie kito.

Simptomai pradedami reguliariai stebéti po savaités. Suskaiciuojami simptomy turintys augalai. C. m. subsp. sepe-
donicus sukelia baklazany lapy vytima, dél kurio lapy pakrasciuose arba tarpgyslinése vietose audinys ima nykti.
Suvytes audinys i§ pradziy gali bati tamsiai Zalias arba taskuotas, taciau véliau dél vytimo, pries virsdamas nekro-
tiniu audiniu, jis pabala. Tarpgysliniai vytuliai atrodo taip, lyg buty permirke riebaluotu vandeniu. Nekrotinio
audinio krastai daznai biina ryskiai geltoni. Augalai gali jveikti infekcija. Augalai nebtinai sunyksta; kuo ilgiau
simptomai vystosi, tuo didesné i§gyvenimo galimybeé. Jauni baklazanai nedideléms C. m. subsp. sepedonicus popu-
liacijoms maziau atsparis nei senesni augalai, todél batina naudoti augalus, esancius trecioje lapelio stadijoje arba
jos dar nepasiekusius.

Vytuliy atsiradima gali sukelti ir kitos stiebagumbiy audinyje esancios bakterijos ir grybai. Joms priklauso Ralsto-
nia solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora ir E. carotovora subsp. atroseptica, Erwinia chrysanthemi, Phoma
exigua var. foveata, taip pat ir gausios saprofitiniy bakterijy populiacijos. Ypac Erwinia chrysanthemi gali sukelti lapy
vytulius, labai panasius  C. m. sepedonicus sukeliamus vytulius. Vienintelis skirtumas yra stieby patams¢jimas uzkré-
timo Erwinia chrysanthemi atveju. Kitus vytulius nuo C. m. subsp. sepedonicus sukeliamy vytuliy galima atskirti pagal
tai, kad visi lapai ir augalas labai greitai vysta. Atskirti galima ir pagal daZymasi Gramo budu: iuo testu uzkré-
tima C. m. subsp. sepedonicus galima atskirti nuo uzkrétimo Erwinia spp.

Baklazanuose pastebéjus simptomy, reikéty pakartoti iSskyrima, tam panaudojant augaly suvytusiy lapy audinio
arba stiebo audinio dalj (zr. 3.1.3 skirsnj apie audinio i$mirkyma). Baklazany lapy ir stieby pavirsiai suvilgomi
70 % etanoliu. Atliekamas IF arba PGR testas, jam naudojant baklazano sultis, ir atlickamas i$skyrimas tinkamoje
(selektyvioje) terpéje (zr. 8 skirsnj). Galima dazyti ir pagal Gramg (9 priedélis). Identifikuojamos jtariamos isgry-
nintos C. m. subsp. sepedonicus ir patvirtinamas patogeniskumas (Zr. 9 ir 10 skirsnius).

Tam tikromis salygomis, ypa¢ kai augimo salygos néra optimalios, yra galimybé, kad C. m. subsp. sepedonicus
baklazanuose sukels latenting infekcijg net praéjus 4 savaiciy trukmés inkubaciniam laikotarpiui. Jei po 4 savaiciy
simptomai néra stebimi, atliekamas 1 cm ilgio stiebo dalies sudétinio bandinio, paimto i§ auks$¢iau nei inokulia-
cijos vieta, IF[PGR testas. Jei testo rezultatai teigiami, reikéty 8 skirsnyje nurodyta tvarka atlikti pakartotinj i$sky-
rima tinkamoje (selektyvioje) terpéje. Identifikuojamos jtariamos isgrynintos C. m. subsp. sepedonicus ir
patvirtinamas patogeniskumas (zr. 9 ir 10 skirsnius).

Biotesto rezultaty aiskinimas

Biotesto tinkami rezultatai gaunami, kai teigiamuose kontroliniuose augaluose pasireiskia tipiski simptomai ir i3
Siy augaly galima pakartotinai iskirti bakterijas, o neigiamuose kontroliniuose augaluose simptomai néra
pastebimi.

Biotestas yra neigiamas, jei tiriamieji augalai néra uzkrésti C. m. subsp. sepedonicus, ir laikomasi nuostatos, kad
C. m. subsp. sepedonicus nustatomas teigiamuose kontroliniuose augaluose.

Biotestas yra teigiamas, jei tiriamieji augalai yra uzkrésti C. m. subsp. sepedonicus.
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8.1.

8.2.

8.2.1.

C. M. SUBSP. SEPEDONICUS ISSKYRIMAS

Pastaba:

Diagnozé baigiama tik tuo atveju, jei C. m. subsp. sepedonicus i$skiriamas ir véliau yra identifikuojamas (Zr. 9 skirsnj) ir patvirtina-
mas patogeniskumas (10 skirsnis). Nors C. m. subsp. sepedonicus yra iSrankus organizmas, jj galima i3skirti i§ simptominio audinio.

Taciau jo augimg gali uzmaskuoti peraugusios saprofitinés bakterijos, todél tiesioginis i§skyrimas i§ stiebagumbio
arba stiebo audinio nuosédy yra sudétingas (Zr. 3.1.6 arba 3.2.5 skirsnj). Naudojant atranking terpe ir atitinkamai

praskiedziant pakartotinai suspenduotas bulviy stiebagumbiy virstinés gabaliuky nuosédas, galima atlikti tiesio-
ginj C. m. subsp. sepedonicus iSskyrima.

I3skirti reikia i§ visy simptominiy bulviy stiebagumbiy ar stiebo segmenty ir i§ baklazany, kuriuose simptomai
nebuvo stebimi, taciau sudétinio bandinio IF/PGR testo rezultatai buvo teigiami (Zr. 7.10 skirsnj). Kai batina, bakla-
zany stiebai i$mirkomi 3.1.3 skirsnyje aprasyta tvarka.

Ruosiant teigiamus kontrolinius bandinius, yra atlickami C. m. subsp. sepedonicus Stamy (pvz., NCPPB 4053 arba
PD 406) 10° ksv/ml Igsteliy suspensijos praskiedimai 1:10. Siekiant i§vengti tarsos, teigiami kontroliniai bandi-
niai paruosiami atskirai nuo tiriamyjy bandiniy.

Kiekvienos selektyvios terpés partija prie§ pradedant jprastiniy bandiniy tyrimg patikrinama pagal patogeno gebé-
jimg augti joje.

Kontroliné medziaga tiriama taip pat, kaip ir bandinys.

Selektyvus paséjimas j léksteles

100 pl tario pakartotinai suspenduotas bulviy nuosédy bandinys arba baklazany sultys nuosédy buferiniame tir-
pale praskiedziamos praskiedimo 1:10 principu. (3 priedélis).

I3skyrimas i§ nepraskiesty bulviy nuosédy paprastai biina nesekmingas dél C. m. subsp. sepedonicus iSrankaus
augimo ir saprofitiniy bakterijy konkurencijos. Kadangi uzkréstuose audiniuose bakterijos populiacija bina gausi,
saprofitus galima pasalinti patogenui i$lickant. Todél rekomenduojama 100 pl kiekvieno bandinio praskiesti san-
tykiu nuo 1:100 iki 1:10 000 MTNA arba NCP-88 terpéje (5 priedélis) (jei naudojamos 90 mm skersmens Petri
leksteles, tai taris modifikuojamas, naudojant kity dydziy ploksteles), naudojant skleistukus (L formos lazdeles) ir
taikant paskleidimo 1éksteléje metoda.

Pastaba:

Kitas biidas yra 100 pl bulviy nuosédy alikvotinés dalies pas¢jimas paskleidimo badu pirmoje agaru uzpildytoje leksteléje, naudo-
jant skleistuka, kuris véliau perkeliamas j antrg lékstele, nuo jo pasalinant bet kokias nuosédas ruozuojant; galiausiai §i operacija
pakartojama trecioje léksteléje, sukuriant praskiedimo perséjimo j leksteles bdu efekta, tam naudojant skleistuka.

Plokstelés inkubuojamos tamsoje 21-23 °C temperatiiroje.

Atliekant pradinius tyrimus po 3 dieny nustatomas i C. m. subsp. sepedonicus panasiy kolonijy skaicius, véliau jis
nustatomas po 5, 7 ir galiausiai po 10 dieny.
Itariamy kolonijy gryninimas

Pastaba:

[ C. m. subsp. sepedonicus panasiy kolonijy perséjimg reikéty atlikti MGT terpéje baklazano inokuliacijai ir (arba) paskesniam iden-
tifikavimui; tai turéty biti atlickama pries kolonijy peraugimg lékstelése, pvz., geriausia po 3-5 dieny.

Perséti j C. m. subsp. sepedonicus panasias kolonijas i viena i§ $iy terpiy: (jy sudétis aprasyta 5 priedélyje):
mitybinés dekstrozés agarg (tik pers¢jimui),

mieliy peptono gliukozés agarg,

mieliy ekstrakto mineraliniy drusky agara.

Inkubuoti 21-24 °C temperatiroje iki 10 dieny.
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8.2.2.

8.2.3.

9.1.

C. m. subsp. sepedonicus auga létai, daznai per 10 dieny sudaro smeigtuko pavidalo kreminés spalvos skliautiskai
issidesciusias kolonijas (C. m. subsp. sepedonicus tipisky kolonijy nuotrauky galima rasti tinklavietéje
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Dar kartg perséti siekiant sukurti gryng kulttira.

Augimo greitj galima padidinti pers¢jimu. Tipiskos kolonijos yra balto kremo arba dramblio kaulo spalvos, ret-
karciais geltonos spalvos, apvalios, lygios, iSsipiitusios, sudarancios skliautg, gleivétos, turincios lygius krastus, jy
skersmuo yra 1-3 mm.

Paskesniam testavimui kolonijos atrenkamos jas dazant Gramo biidu (9 priedélis).

[tariamas kolonijas identifikuoti (9 priedélis) ir atlikti jy patogeniskumo testa (10 priedélis).

IDENTIFIKAVIMAS

[tariamy C. m. subsp. sepedonicus izoliaty grynos kolonijos identifikuojamos taikant bent du testus, pagristus skir-
tingais biologiniais principais.

Atliekant kiekvieng testa, naudojami atitinkami etaloniniai $tamai.

Mitybiniai ir fermentiniai identifikavimo testai

Fenotipinés savybeés, kurios paprastai stebimos arba néra stebimos C. m. subsp. sepedonicus atveju, nustatomos
Lelliott ir Stead (1987), Klement et al. (1990), Schaad (2001) ir anoniminio autoriaus (1987) aprasytais metodais.

Visos terpés turéty biati inkubuojamos 21 °C temperatiiroje ir, praéjus Sesioms dienoms, tiriamos. Jei kolonijos
neauga, terpés inkubuojamos dar 20 dieny.

Visi testai privalo biti atliekami naudojant zinoma C. m. subsp. sepedonicus kontrolinj bandinj. Atliekant mitybi-
nius ir fiziologinius testus, naudojamas inokuliatas, persétas | mitybinj agarg. Morfologinj palyginima privaloma
atlikti naudojant dekstrozés agare auginamas kolonijas.

Testai Numatomas rezultatas

Oksidacijos/fermentacijos(O/F) testas Inertiskas arba silpnaihidrolizuojasi
Oksidazes aktyvumas -

Augimas 37 °C temperatiiroje -

Ureazés aktyvumas -

Aeskulino hidrolizé +

Krakmolo hidrolizé - arba silpna hidrolizé
Tolerancija 7 % NaCl -

Indolo sintezé -

Katalazés aktyvumas +

H,S sintezé -

Citrato sunaudojimas -

Zelatinos suskystéjimas -

Rugstis i§ glicerino -

Ragstis i laktozés — arba silpnas

Rigstis i§ ramnozés -

Rigstis i§ salicino -

Dazymasis pagal Grama (9 priedélis) +
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

10.

10.1.

IF testas

a)  Paruosti apytiksliai 10° lgsteliy/1 ml IF buferinio tirpalo suspensija (3 priedélis).
b)  Paruosti dukart skiesty atitinkamy antiserumy serijas.

¢)  Adikti imunofluorescencinj testg (4 skirsnis).

d)  Imunofluorescencinio testo rezultatas laikomas teigiamu, jei jo metu nustatytas kultiiros titras yra lygiavertis
teigiamo kontrolinio bandinio titrui.

PGR testas

()

) Paruosti apytiksliai 10° Iasteliy/1 ml suspensijg ypa¢ gryname vandenyje.

b) 100 pl lasteliy suspensijos 4 minutes uzdaruose mégintuvéliuose termostate arba vandens voneléje pakai-
tinti 100 °C temperatiiroje. Jei reikia, pridéti $vieZiai paruosto NaOH, kad biity pasiekta 0,05M galutiné kon-
centracija ir jvykty Iasteliy lizé. Po to bandinius galima saugoti — 16 — 24 °C temperatiiroje tol, kol jy prireiks.

¢)  Atitinkamomis PGR procediiromis padauginami C..m. subsp. sepedonicus budingi matricinés DNR fragmentai
(pvz., Pastrik, 2000; zr. 4 priedélj; Li ir de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik ir Rainey, 1999; Schaad
et al., 1999).

d)  C. m. subsp. sepedonicus identifikuojama, jei padauginti matricinés DNR fragmentai yra to paties dydzio ir
pasizymi tuo paciu restrikcinio fragmento ilgio polimorfizmu, kaip ir teigiamas kontrolinis Stamas.

FISH testas
a)  Paruosti apytiksliai 10° lgsteliy/1 ml suspensijg ypa¢ gryname vandenyje.
b)  Taikyti FISH procediirg (Zr. 5 skirsnj).

¢)  FISH testo teigiamas rezultatas gaunamas, jei tiriant kultiira ir teigiama kontrolinj bandinj gaunamas tas pats
rezultatas.

Riebiyjy riigi¢iy tipo nustatymas (FAP)
a) 72 valandas auginti kultiirg triptikazés sojos agare (Oxoid) 21 °C (+/- 1°) temperatiroje.
b) Riebiyjy rigsciy tipg nustatyti taip, kaip nurodyta (Janse, 1991; Stead, 1992).

¢) Riebiyjy riagsciy tipo nustatymo testo teigiamas rezultatas gaunamas, jei jtariamos kultiiros riebiyjy rigsciy
tipas atitinka teigiamo kontrolinio bandinio riebiyjy riigs¢iy tipa. C. m. sepedonicus biidingos riebiosios rtigs-
tys yra 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0 ir 17:0. Kitos gentys, tokios kaip Curtobacte-
rium, Arthrobacter ir Micrococcus, taip pat turi keleta $iy riigiciy, taciau 15:1 Anteiso A yra retai tarp $iy
bakterijy pasitaikanti riebioji riigstis, nors visose Clavibacter spp. pasitaiko apie 1-5 %. C. m. sepedonicus atveju
§i riigstis pasitaiko apie 5 %.

Bakterijos pasikartojanciy seky BOX padauginimas PGR metodu
a)  Paruosti apytiksliai 10° lasteliy/1 ml suspensija ypa¢ gryname vandenyje.

b)  Testa atlikti taip, kaip nurodyta (Smith et al., 2001).

PATVIRTINIMO TESTAS

Patogeniskumo testg privaloma atlikti galiausiai diagnozuojant C. m. subsp. sepedonicus ir jvertinant kultary, iden-
tifikuojamy kaip C. m. subsp. sepedonicus, virulentiskuma.

Paruosti apytiksliai 10° lasteliy, paimty po 3 dieny auginimo i§ atitinkamo teigiamo C. m. subsp. sepedonicus ban-
dinio tiriamojo izoliato kultiry ir atitinkamo teigiamo kontrolinio C. m. subsp. sepedonicus stamo, inokuliatg.
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10.2.

10.3.

10.4.

Inokuliuoti 5-10 baklazany daigy 3 lapelio stadijoje esancius stiebus (7.3 arba 7.4 skirsnis).

Inkubuoti 18-24 °C temperatiiroje, esant pakankamai $viesos ir palyginti daug drégmés, tinkamai laistant, sten-
giantis i$vengti permirkimo arba sausros sukeliamo poveikio (7.7 skirsnis). Esant grynoms kultiiroms, tipiskas
vytimas turéty jvykti po 2 savaiciy, taciau augaly simptomy nebus stebima (Zr. 7.8 skirsnj). Pasibaigus $iam lai-
kotarpiui, augalai dar 3 savaitéms inkubuojami esant baklazany augimui palankiai temperattrai, nevirijanciai
25 °C (8 priedélis). Jei po 3 savaiCiy simptomai néra stebimi, C. m. subsp. sepedonicus kultiiros negalima laikyti
patogenine.

I3skirti i§ simptominiy augaly, nupjaunant stiebo dalj 2 cm vir§ inokuliavimo vietos. Pasalinta dalis susmulki-
nama ir suspenduojama nedideliame sterilaus distiliuoto vandens tiiryje arba 50 mM fosfatiniame buferiniame
tirpale (3 priedélis). I3skiriama i§ suspensijos skiedimo budu paskleidziant arba ruozuojant { MTNA ir YPGA ter-
pes (5 priedélis), 3-5 dienas inkubuojama 21-23 °C temperatiiroje ir stebimas C. m. subsp. sepedonicus tipisky
kolonijy susiformavimas.

1 priedélis

Metodikas optimizuojancios ir patvirtinancios laboratorijos

Laboratorija () Buvimo vieta Salis
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Viena ir Lincas Austrija
Departement Gewasbescherming Merelbekas Belgija
Plantedirektoratet Lingbis Danija
Central Science Laboratory Jorkas Anglija
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgas Skotija
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Anzeras Pranciizija
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Pranciizija
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnovas Vokietija
Pflanzenschutzamt Hannover Hanoveris Vokietija
State Laboratory Dublinas Airija
Plantenziektenkundige Dienst Vageningenas Nyderlandai
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Aas Norvegija
Centre
Direccdo-Geral de Protecgdo das Culturas Lisabona Portugalija
Nacionalni institut za biologijo Liubliana Slovénija
Centro de Diagndstico de Aldearrubia Salamanka Ispanija

(") Mokslininkai ry$iams palaikyti: zr. tinklaviet¢ http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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2 priedélis
Pagrindiniy atrankos testy PGR/IF ir FISH teigiamy ir neigiamy kontroliniy bandiniy paruosimas

C. m. subsp. sepedonicus virulentiskas Stamas [NCPPB 4053 arba PD 406] 72 valandas auginamas MTNA pagrindinéje ter-
péje ir suspenduojamas 10 mM fosfatiniame buferiniame tirpale, kad Iasteliy tankis siekty apie 1-2 x 10® kfv/ml. Paprastai
gaunama Siek tiek drumsta suspensija, kurios optinis tankis, matuojamas 600 nm bangy ilgio spektre, yra 0,2.

Stiebagumbiy vir§iinés gabaliukai i§pjaunami i§ 200 baltg odele turincios veislés stiebagumbiy, kurie, kaip Zinoma, neuz-
krésti C. m. subsp. sepedonicus.

Stiebagumbiy vir§inés gabaliukai susmulkinami taip, kaip jprasta, o gautos nuosédos pakartotinai suspenduojamos 10 ml.
[ desimt steriliy 1,5 ml tirio miniatitiriniy mégintuveliy jpilama po 900 pl pakartotinai suspenduoty nuoseédy.

100 pl C. m. subsp. sepedonicus suspensijos jpilama j pirmajj miniatitirinj mégintuvélj. Suplakama.

Penkiuose paskesniuose miniatifiriniuose mégintuvéliuose atliekami uzkrato praskiedimai 1/10.

Sesi miniatitiriniai mégintuvéliai su uzkratu bus naudojami kaip teigiami kontroliniai bandiniai. Keturi miniatitiriniai mégin-
tuvéliai be uzkrato bus neigiami kontroliniai bandiniai. Sie mégintuvéliai atitinkamai pazenklinami.

[ sterilius 1,5 ml tdirio miniatitirinius mégintuveélius jpilama po 100 pl alikvotiniy daliy ir gaunama po 9 kiekvieno kont-
rolinio bandinio pakartojimus, kurie iki panaudojimo yra saugomi — 16 — 24 °C temperatiroje.

Atliekant IF testg, C. m. subsp. sepedonicus buvimas ir kiekis pirmiausia nustatomi kontroliniuose bandiniuose.

Atliekant kiekvienos serijos tiriamyjy bandiniy PGR testa, DNR i§skiriama tiek i§ teigiamy, tiek i§ neigiamy kontroliniy
bandiniy.

Atliekant kiekvienos serijos tiriamyjy bandiniy IF ir FISH testg, tiriami ir teigiami, ir neigiami kontroliniai bandiniai.

Atliekant IF, FISH ir PGR testus, C. m. subsp. sepedonicus biitina aptikti maZiausiai 10° lasteliy ir esant 10* Isteliy/ml tan-
kiui tik teigiamuose kontroliniuose bandiniuose, o ne neigiamuose kontroliniuose bandiniuose.
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3 priedélis

Buferiniai tirpalai tyrimui

BENDRA PASTABA: Neatidarytose steriliose talpyklose buferinius tirpalus galima saugoti iki vieneriy mety.

1.1.

1.2.

2.1.

Buferiniai tirpalai iSskyrimui

Ekstrahavimo buferinis tirpalas (50 mM fosfatinis buferinis tirpalas, pH 7,0)

Sis buferinis tirpalas naudojamas bakterijai iSskirti i§ augalinés kilmés audiniy homogenizacijos arba kratymo biidu.

Na,HPO, (bevandenis) 4,26¢
KH,PO, 272¢
Distiliuotas vanduo 1,00 L

I3tirpinti ingredientus, patikrinti pH ir 15 minuciy sterilizuoti autoklave 121 °C temperatiroje.

Galima panaudoti ias papildomas sudedamagsias dalis:

Naudojimo tikslas

Kiekis 1 litre

Lubrolio dribsnius
DC (tiesioginio stingimo) silicio priesputis
Tetranatrio pirofosfatas

Polivinilpirolidonas-40 000 (PVP-40)

Deflokuliantas (")
PrieSputis ()

Antioksidantas

PGR inhibitoriy suriséjas

05¢g
1,0 ml
10g
50¢g

(") Naudoti iskiriant homogenizacijos metodu.

Nuosédy buferinis tirpalas (10 mM fosfatinis buferinis tirpalas, pH 7,2)

Sis buferinis tirpalas naudojamas bulviy stiebagumbiy virsiiniy gabaliuky ekstrakty pakartotiniam suspendavimui ir

praskiedimui baigus nuosédy koncentravima centrifuguojant.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Distiliuotas vanduo 1,001

I$tirpinti ingredientus, patikrinti pH ir 15 minuciy sterilizuoti autoklave 121 °C temperatiroje.

Buferiniai tirpalai IF testui

IF-buferinis tirpalas (10 mM fosfatinis buferinis druskos tirpalas (PBS), pH 7,2)

Sis buferinis tirpalas naudojamas antikiiny praskiedimams atlikti.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 0,4¢g
NaCl 80¢
Distiliuotas vanduo 1,01

I$tirpinti ingredientus, patikrinti pH ir 15 minuciy sterilizuoti autoklave 121 °C temperatiroje.
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2.2

2.3.

IF-buferinis tirpalas, turintis Tween
Sis buferinis tirpalas naudojamas ploksteléms plauti.

IF buferinj tirpalg jpilti 0,1 % Tween-20.
I  tirpalg ip

Fosfatinis buferinis glicerino tirpalas, pH 7,6

Sis buferinis tirpalas naudojamas kaip sukibimo skystis IF ploksteliy langeliuose fluorescencijai sustiprinti.

Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0 015g
Glicerinas 50 ml
Distiliuotas vanduo 100 ml

Priesblukinanciu aktyvumu pasizymincius sukibima skatinancius tirpalus galima jsigyti prekyboje, pvz., komercinj

tirpala Vectashield®™ (Vector Laboratories) arba Citifluor® (Leica).

4 priedélis
Uzkrétimo laipsnio nustatymas IF ir FISH testais

Nustatyti tipisky fluorescuojanciy lasteliy skaiciaus viename matymo laukelyje vidurki (c).

Nustatyti tipisky fluorescuojanciy Igsteliy viename mikroskopu stebimos plokstelés langelyje skaiciy (C).

C=cxS§[s,
Cia S = daug langeliy turincios plokstelés langelio pavirSiaus plotas, ir
s = objektyvo laukelio pavirsiaus plotas.
s = mi2[4G*K?, &ia i = lauko koeficientas (kinta nuo 8 iki 24 priklausomai nuo okuliaro tipo),

K = vamzdelio koeficientas (1 arba 1,25),

G = objektyvo padidinimas (100 karty, 40 karty ir pan.).

Nustatyti tipisky fluorescuojanciy lasteliy pakartotinai suspenduoty nuosédy viename mililitre skaiciy (N).

N=Cx1000fy xF,

Cia y = pakartotinai suspenduoty nuosédy tiris kiekviename langelyje, ir

F = pakartotinai suspenduoty nuosédy praskiedimo faktorius.
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5 priedélis

C. m. subsp. sepedonicus i§skyrimo ir auginimo terpé

a) Pagrindiné auginimo terpé

Mitybinis agaras (MA)

Mitybinis agaras (Difco) 230g

Distiliuotas vanduo 1,01

Ingredientus istirpinti ir 15 minudiy sterilizuoti autoklave 121 °C temperatiiroje.

Mitybinis dekstrozés agaras (MDA)

Difco bakterijy mitybinis agaras, turintis 1 % D(+) gliukozés (monohidrato). 20 minuciy sterilizuoti autoklave 115 °C
temperatiiroje.

Mieliy peptono gliukozés agaras (MPGA)

Mieliy ekstraktas (Difco) 50¢g
Baktopeptonas (Difco) 50¢g
D(+) gliukozé (monohidratas) 10,0 g
Baktoagaras (Difco) 15,0¢
Distiliuotas vanduo 1,01

Ingredientus istirpinti ir 15 minuciy sterilizuoti autoklave 121 °C temperatiroje.

Mieliy ekstrakto mineraliniy drusky terpé (MGT)

Bacto — mieliy ekstraktas 20¢g
(Difco)

D(+) Gliukozé (monohidratas) 2,5 ¢

K,HPO, 025g
KH,PO, 025g
MgSO,.7H,0 01g
MnSO,. H,0 0015g
NaCl 0,05¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Baktoagaras (Difco) 18¢
Distiliuotas vanduo 1,01

Ingredientus istirpinti 0,5 1 terpés ir 20 minuciy sterilizuoti autoklave 115 °C temperatiroje.

b) Patvirtintos selektyvios auginimo terpés

MTNA terpé

Visi terpés komponentai gauti i§ bendrovés ,BDH®, nebent nurodyta kitaip:
Mieliy ekstraktas (Difco) 20¢g

Manitolis 25¢

K,HPO, 025¢
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KH,PO, 025g
NaCl 0,05g
MgSO,.7 H,0 0,1g
MnSO,. H,0 0,015¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Oxoid (Nr. 1) agaras 16,0 g
Distiliuotas vanduo 1,01

I3tirpinti ingredientus, nustatyti pH 7,2. Baigus sterilizavimg autoklave (15 minuciy 121 °C temperatiiroje) ir atvésinus
iki 50 °C temperatiiros, pridedama antibiotiky: trimetoprimo - 0,06 g, nalidiksilo rigties - 0,002 g ir amfotericino B
-0,01g.

Antibiotiky pradiniai tirpalai: trimetoprimg (Sigma) ir nalidiksilo ragsti (Sigma) (abiejy koncentracijai esant 5 mg/ml)
istirpinti 96 % metanolio tirpale, amfotericing B (Sigma) (1 mg/ml) — dimetilsulfoksido tirpale. Pradiniai tirpalai sterili-
zuojami filtruojant.

Pastaba:

Pagrindinés terpés galiojimo laikas - 3 ménesiai. Pridéjus antibiotiky, terpés galiojimo laikas yra vienas ménuo, jei laikoma 3altai.

NCP-88 terpe

Mitybinis agaras (Difco) 23g
Mieliy ekstraktas (Difco) 2g
D-manitolis 5¢g
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgSO,.7 H,0 025¢g
Distiliuotas vanduo 1,01

I$tirpinti ingredientus, nustatyti pH 7,2. Baigus sterilizavima autoklave ir atvésinus iki 50 °C temperatiros pridedama
antibiotiky: polimiksino B sulfato (Sigma) - 0,003 g, nalidiksilo riigsties (Sigma) - 0,008 g ir cikloheksimido (Sigma) -
0,2g.

Antibiotikai iStirpinami pradiniuose tirpaluose: nalidiksilo rigstis - 0,01 M NaOH, cikloheksimidas - 50 % etanolyje ir
polimiksinas B - distiliuotame vandenyje. Pradiniai tirpalai sterilizuojami filtruojant.

Pastaba:

Pagrindinés terpés galiojimo laikas - 3 ménesiai. Pridéjus antibiotiky, terpés galiojimo laikas yra vienas ménuo, jei laikoma 3altai.
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6 priedélis
Patvirtinta PGR metodika ir reagentai

Pastaba:
Atliekant iSankstinj testa viename bandinio ekstrakto mililitre turéty biiti pakartotinai aptinkama maZiausiai 10°-10* C. m. sepedonicus lasteliy.

Atliekant i3ankstinj tyrima, auginant pasirinktg bakterijy Stamy rinkinj taip pat neturéty bati gaunama netikryjy teigiamy rezultaty.

1. Daugkartinés PGR naudojant vidinj PGR kontrolinj bandinj metodika (Pastrik, 2000)

1.1. Oligonukleotidiniai pradmenys

Priesakinis pradmuo PSA-1 5- ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’
Atvirkstinis pradmuo PSA -R 5™- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’
Prieakinis pradmuo NS-7-F 5'- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’

Atvirkstinis pradmuo NS-8-R 5'- tcc gea ggt tca cct acg ga -3’

C. m. subsp. sepedonicus matricinés DNR numatomos padauginti kopijos dydis - apie 502 bp (PSA-pradmeny rinkinys).

Vidinio kontrolinio bandinio 18S rRNA numatomas padaugintos matricinés DNR kopijos dydis - 377 bp
(NS-pradmeny rinkinys).

1.2. PGR reakcinis misinys

Reagentas Reakcinis kiekis Galutiné koncentracija
Sterilus YGV (ypac grynas vanduo) 15,725l
10 x koncentruotas PGR buferinis tirpalas (*) (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
GSA (V frakcija) (10 %) 0,25 ul 0,1%
d-nTP misinys (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
PSA-1 pradmuo (10pM) 0,5 ul 0,2 pM
PSA-R pradmuo (10pM) 0,5 ul 0,2 pM
NS-7-F pradmuo (10pM) (%) 0,1yl 0,04 pM
NS-8-R pradmuo (10pM) (3) 0,1 pl 0,04 uM
Taq polimerazé (5U/pl) (*) 0,2 pl 10U
Bandinio tiiris 5,0 pl

Bendras tiiris 25,0 ul

() Metodai patvirtinti naudojant Taq polimeraze, gautg i§ bendrovés ,Perkin Elmer* (AmpliTaq arba Gold) ir bendrovés ,Gibco BRL".

(?) Pradmeny NS-7 F ir NS-8-R koncentracijos buvo optimizuotos atsizvelgiant i bulviy stiebagumbiy virstniy kiigio formos gaba-
liuky i$skyrima homogenizacijos ir DNR gryninimo metodu pagal Pastrikg (2000) (Zr. 6.1.a ir 6.2 skirsnius). Pakartotiné reagenty
koncentracijy optimizacija bus reikalinga, jei taikomas i$skyrimo kratymo biidu metodas arba kiti DNR metodai.

1.3. PGR reakcijos sglygos

Reakcija vykdyti pagal $ig programa:

1 ciklas: i) 3 minutés 95 °C temperatiiroje (matricinés DNR denatiiracija);
10 cikly: ii) 1 minuté 95 °C temperatiroje (matricinés DNR denatiiracija);
iii) 1 minuté 64 °C temperatiroje (pradmeny surisimas);

iv) 1 minuté 72 °C temperatiiroje (matricinés DNR kopijos ilginimas);
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1.4.

2.1.

2.2.

25 ciklai: V) 30 sekundziy 95 °C temperatiiroje (matricinés DNR denatiiracija);
vi) 30 sekundziy 62 °C temperatiiroje (pradmeny surisimas);
vii) 1 minuté 72 °C temperatiiroje (matricinés DNR kopijos ilginimas);
1 ciklas: viii) 5 minutés 72 °C temperatiiroje (galutinis ilginimas);
ix) saugoti 4 °C temperatiiroje.
Pastaba:

Si programa optimizuota naudojant bendrovéje ,MJ Research PTC 200* pagamintg $iluminj PGR reaktoriy. Cikly (i), (i) (iv), (v),
(vi) ir (vii) etapus galima modifikuoti naudojant kity modeliy $iluminius PGR reaktorius.

Padaugintos matricinés DNR restrikcijos fermenty analizé

Padauginus C. m. subsp. sepedonicus DNA, gauti PGR produktai buvo veikiami restriktaze Bgl II, 30 minuciy inkubuo-
jant 37 °C temperatiiroje, ir buvo stebimas skirtingo ilgio restrikcinio fragmento polimorfizmas. Restrikciniy frag-
menty, gauty i§ C. m. subsp. sepedonicus buidingo fragmento, ilgis yra 282 bp ir 220 bp.

Uzpildo buferinio tirpalo paruosimas

Bromfenolio mélynasis (10 % pradinis tirpalas)

Bromfenolio mélynasis 5¢

Distiliuotas vanduo (perdistiliuotas) 50 ml

Uzpildo buferinis tirpalas

Glicerinas (86 %) 3,5 ml
Bromfenolio mélynasis (5,1) 300 pl

Distiliuotas vanduo (perdistiliuotas) 6,2 ml

10X Tris acetato EDTA (TAE) buferinis tirpalas, pH 8,0

Tris buferinis tirpalas 48,4 ¢
Acto lediné rugstis 11,42 ml
EDTA (dinatrio druska) 372¢g
Distiliuotas vanduo 1,001

Praskiesti 1 kartg prie§ naudojima.

Visi reagentai jsigyjami prekyboje (i§ bendrovés ,Invitrogen® ar panasios bendrovés).
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1.

7 priedélis

FISH testui patvirtinti reagentai

Oligo-bandiniai

Cms-specifinis bandinys CMS-CY3-01 5™- ttg cgg ggc gea cat cte tge acg -3’
Nespecifinis eubakterijy bandinys EUB-338-FITC ~ 5'- gct gec tec cgt agg agt-3

Fiksavimo tirpalas

(DEMES}O! FIKSAVIMO TIRPALE YRA TOKSISKO PARAFORMALDEHIDO. DIRBDAMI MUVEKITE PIRSTINES IR
NE] KVEPKITE. REKOMENDUOJAMA DIRBTI TRAUKOS SPINTOJE)

) 9 ml molekulinés biologijos darbams skirto vandens (pvz., ypa¢ gryno vandens (YGV)) pakaitinti 60 °C tempera-
tiroje ir pridéti 0,4 g paraformaldehido. Paraformaldehidas istirpsta jdéjus 5 lasus IN NaOH ir maiSant magne-

tine maisykle.

ii)  Nustatomas pH 7,0, {dé¢jus 1ml 0,1 M fosfatinio buferinio tirpalo (FB; pH 7,0) ir 5 lasus 1N HCL. Indikatorinémis
juostelémis patikrinti pH ir nustatyti pH, jei reikia, jdedant HCI arba NaOH.

(DEMESIO! PH MATAVIMO PRIETAISO NENAUDOTI TIRPALUOSE SU PARAFORMALDEHIDU)
iii) Tirpalg filtruoti 0,22 pm membraniniu filtru ir, kol bus toliau naudojamas, nuo dulkiy saugoti 4 °C temperatiiroje.

iv) Pastaba:

Alternatyvus fiksuojamasis tirpalas: 96 % etanolis.

3X Hybmix tirpalas
NaCl 2,7 M
Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)

EDTA (filtruotas steriliu filtru ir sterilizuotas autoklave) 15 mM

Praskiesti 1 kartg, kaip reikalaujama.

Hibridizavimo tirpalas

1 karta koncentruotas Hybmix

Natrio dodecilsulfatas (SDS) 0,01 %
bandinys EUB 338 5 ngful
bandinys CMSCY301 5 ng/pl

Paruosti hibridizavimo misinio kiekius pagal 1 lentelé¢je pateikiamus apskaiciavimus. Kiekvienai plokstelei (j kurios lan-
gelius jpilama po 2 skirtingus bandinius ir jy kartotinius) reikia 90 pl hibridizavimo tirpalo.

Lentelé. Sialomi kiekiai hibridizavimo misiniui paruosti

2 plokstelés 8 ploktelés
Sterilus YGV 50,1 200,4
3x hybmix 30,0 120,0
1% SDS 0,9 3,6
Bandinys EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Bandinys CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Bendras taris () 90,0 360,0

Pastaba:  Visus tirpalus, turin¢ius $viesai jautriy oligonukleotidiniy bandiniy, saugoti tamsoje - 20 °C temperatiiroje. Naudojimo metu
saugoti nuo tiesioginés saulés arba elektros $viesos.
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5. 0,1 M Fosfatinis buferinis tirpalas, pH 7,0

Na,HPO, 852¢
KH,PO, 5,449
Distiliuotas vanduo 1,001

Ingredientai istirpinami, patikrinamas pH, ir tirpalas 15 minuciy sterilizuojamas autoklave 121 °C temperatiiroje.

8 priedélis
Baklazano kultiira

Baklazano (Solanum melongena) séklos pasodinamos pasterizuotame sékly komposte. Daigai su visiskai issiskleidusiomis
séklaskiltémis (10-14 dieny) persodinami i vazonélj su pasterizuotu kompostu.

Baklazanai turi biti auginami Siltnamyje esant tokioms aplinkos salygoms:

dienos ilgumas 14 valandy arba natfiralus dienos ilgumas, jeigu diena ilgesné;
temperatiira dieng 21-24°C,
naktj 15 °C.

Jautrios baklazany veislés: ,Black Beauty*,
»Long Tom®,
,Rima*“,

,Balsas“.

Tiekéjas: Zr. tinklaviete http://forum.europa.cu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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9 priedélis

DaZymas Gramo Biidu (Hukerio Modifikacija) (Doetsch, 1 981 m.) ()

Kristalvioleto tirpalas

2 g kristalvioleto istirpinama 20 ml 95 % etanolio.

0,8 g amonio oksalato istirpinama 80 ml distiliuoto vandens.

Sie du tirpalai sumai$omi.

Liugolio jodas

Jodas 1g
Kalio jodidas 2¢g
Distiliuotas vanduo 300 ml

Kietosios medziagos kartu sutrinamos grastuve. Supilama i vandenj ir uZzdarame inde i§maiSoma, kad istirpty.

Safranino kontradazymo tirpalas

Pradinis tirpalas:

Safraninas O 25¢
95 % etanolis 100 ml

SumaiSoma ir laikoma.

PraskiedZiama: 1:10 norint gauti darbinj tirpalg.

Dazymo tvarka

1. Paruosti tepinéliai i§dZiovinami ore, véliau kaitinant fiksuojami.

2. Plokstelé vienai minutei pamerkiama i kristalvioleto tirpala.

3. Perliejama vandeniu i§ ¢iaupo.

4. Vienai minutei pamerkiama j liugolio joda.

5. Perliejama vandeniu i3 ¢iaupo ir nusausinama sugeriamuoju popieriumi.

6. I3blukinama lasinant 95 % etanoli, kol spalva nebebluks, arba atsargiai maiant pamerkiama 30 sekundziy.
7. Nuplaunama vandeniu i3 ¢iaupo ir nusausinama sugeriamuoju popieriumi.

8. 10 sekundziy pamerkiama j safranino tirpala.

9. Nuplaunama vandeniu i§ ¢iaupo ir sausai i§dZiovinama.

Gram (+) bakterijos nusidazo violetine mélyna spalva; Gram (-) bakterijos nusidazo rausvai raudona spalva.

() Galima naudoti ir parduodamus tirpalus bei dazymo reikmenis.
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II PRIEDAS

Kiekvienu jtariamu organizmo buvimo atveju, kai taikant I priede i$déstytus metodus buvo gautas teigiamas atrankos
testo rezultatas, ir baigus $j tyrimg yra laukiama patvirtinimo arba paneigimo, reikia atskirti ir tinkamai uzkonservuoti:

— visus atrinktus bandiniams stiebagumbius ir, jei jmanoma, visus atrinktus augalus,

—  bet kurj likusj ekstrakta ir atrankos testui paruosta papildoma medziagg, pvz., imunofluorescencines skaidres,

—  visus atitinkamus dokumentus,
kol tyrimas taikant minétus metodus bus baigtas.
Atskyrus stiebagumbius, tam tikrais atvejais bus galima istirti jvairias veisles.
Jeigu organizmo buvimas patvirtinamas, reikia atskirti ir tinkamai uzkonservuoti:
— visg medZziaga, minéta 1 dalyje,

ir

— uzkréstos baklazany medziagos bandinj, kuris buvo inokuliuotas stiebagumbio arba augalo ekstraktu,

— i3skirta organizmo kultdra,

maziausiai per vieng ménesj nuo pranesimo 5 straipsnio 2 dalyje nurodyta tvarka.
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III PRIEDAS

Nustatant galimo uzkrétimo mastg pagal 5 straipsnio 1 dalies b punkta, reikia atsizvelgti :

— stiebagumbius ir augalus, auginamus produkcijos gamybos vietoje, kuri laikoma uzkrésta pagal 5 straipsnio 1
dalies a punktg,

— produkcijos gamybos viet (-as), kuri susijusi su stiebagumbiais ar augalais, laikomais uzkréstais pagal 5 straips-
nio 1 dalies a punktg, jskaitant tas, kur tiesiogiai arba tiekéjui tarpininkaujant per ta patj tiekéja yra dalijamasi
gamybos jranga ir priemonémis,

— stiebagumbius arba augalus, esancius produkcijos gamybos vietoje(-ose), kuri(-ios) minima(-os) ankstesnéje jtrau-
koje, arba esancius tokioje(-iose) gamybos vietoje(-ose), tuo laikotarpiu, kai stiebagumbiai ir augalai, laikomi
uzkrestais pagal 5 straipsnio 1 dalies a punktg, buvo produkcijos gamybos vietoje, kuri minima pirmojoje
jtraukoje,

— patalpas, kuriose laikomos bulvés, uzaugintos produkcijos gamybos vietose, nurodytose ankstesnése jtraukose,

—  bet kokig technika, transporto priemoneg, laiva, saugykla arba jy dalis ir visus kitus atitinkamus objektus, jskai-
tant pakuote, kurie galéjo turéti salytj su stiebagumbiais arba augalais, laikomais uzkréstais pagal 5 straipsnio 1
dalies a punkta,

—  bet kokius stiecbagumbius arba augalus, laikomus arba turéjusius salytj su bet kokiomis struktiiromis ar objek-
tais, minétais ankstesnéje jtraukoje, iki tokiy struktiry ar objekty iSvalymo ir dezinfekavimo,

— taip pat, atlikus tyrimg pagal 6 straipsnj, sticbagumbius arba augalus, susijusius motininiais ar seseriniais klona-
vimo rysiais su stiebagumbiais arba augalais, kurie laikomi uZkréstais pagal 5 straipsnio 1 dalies a punkta, ir
kurie, kaip buvo nustatyta, neuzkrésti organizmu, tadiau uzkrétimo galimybé dél klonavimo kilmeés yra didelé.
Galima tirti veisle uzkrésty ir klonavimu susijusiy stiebagumbiy ar augaly identitetui nustatyti,

— stiebagumbiy ar augaly, nurodyty ankstesnéje jtraukoje, produkcijos gamybos vietg (-as).

Nustatant galimg iSplitimg pagal 5 straipsnio 1 dalies ¢ punkta reikia atsizvelgti {:

— arti esancias kitas produkcijos gamybos vietas, kuriose auginamos bulvés arba kiti augalai Seimininkai,

— bendro gamybos proceso metu gauty ir naudoty sékliniy bulviy atsargas.

Pagal 5 straipsnio 2 dalies pirmaja pastraipg informuojama:

— nedelsiant, nustacius organizma laboratorijoje [ priede i§déstytais metodais, nurodant bent:

—  bulviy siuntos veislés pavadinima,

—  bulviy tipg (maistinés, séklinés ir pan.) ir tam tikrais atvejais — sékliniy bulviy kategorija,

—  kai yra pavojus, kad i3 kitos (-y) valstybés (-iy) narés (-iy) ar i jas pateks uzkrestos bulvés, valstybé naré, kurioje
toks atvejis buvo patvirtintas, nedelsdama pateikia suinteresuotai (-oms) valstybei (-éms) narei (-éms) informa-
cijg, bating, kad baty laikomasi 5 straipsnio 3 dalies nuostaty, nurodydama:

—  bulviy siuntos veislés pavadinima,

—  krovinio siuntéjo ir krovinio gavéjo pavadinima ir adresg,

—  bulviy siuntos pristatymo dieng,
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—  pristatytos bulviy siuntos dydj,

— augalo paso kopijg arba tam tikrais atvejais — bent augalo paso numerj arba tam tikrais atvejais — augintojo
arba prekiautojo registravimo numerj bei pranesimo apie pristatyma kopija.

Pateikus $ig informacija, apie tai yra nedelsiant pranesama Komisijai.
—  Baigus visus tyrimus, visuomet yra pateikiama:
— uzkrétimo patvirtinimo diena,

— tyrimo, atlikto uzkrétimo Saltiniui ir galimam plitimui nustatyti, jskaitant bandiniy émimo lygj, trumpas
apraSymas,

— informacija apie identifikuotg (-us) arba tariama (-us) uzkrétimo Saltinj (-ius),

— duomenys apie nustatyto uzkrétimo mastg, jskaitant produkcijos gamybos viety skaiciy ir siunty skaiciy,
nurodant veisle ir, jei séklinés bulvés, kategorija,

— duomenys apie teritorijos demarkavimg, jskaitant produkcijos viety, kurios nelaikomos uzkréstomis, bet
esancios toje teritorijoje, skaiciy,

— Komisijai pareikalavus — bet kokig kita informacija apie patvirtinta protrikj.
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— panaudojimas gyviiny paSarui po terminio apdorojimo, uztikrinant, kad néra organizmo islikimo pavojaus,

arba

—  pasalinimas oficialiai tam tikslui patvirtintoje atlieky Salinimo vietoje, kurioje néra nustatyto pavojaus, kad pato-
genai pateks | aplinka, pvz., nutekés j dirbamg Zemés plota,

arba

— sudeginimas,

arba

— panaudojimas pramoniniam perdirbimui tiesiai ir skubiai pristatant j perdirbimo cechg, kuriame yra oficialiai
patvirtinti atlieky Salinimo jrenginiai, nustacius, kad néra organizmo isplitimo pavojaus ir kur yra bent i§vyks-
tanciy transporto priemoniy valymo ir dezinfekavimo sistema,

arba

—  kitos priemongs, jeigu uztikrinama, kad néra organizmo isplitimo pavojaus; apie tokias priemones ir jy patvirti-
nima turi biti pranesta Komisijai ir kitoms valstybéms naréms.

Visos likusios atliekos, susijusios su pirmiau nurodytais atlicky $alinimo procesais, arba atsiradusios jy metu, yra pasa-
linamos oficialiai patvirtintais metodais pagal sios direktyvos V priedo nuostatas.

2. Tinkamos stiebagumbiy arba augaly, laikomy galbat uzkréstais pagal 5 straipsnio 1 dalies b punkta, kaip minéta

7 straipsnio 2 dalyje, panaudojimo ar sunaikinimo priemonés, taikomos kontoliuojant valstybés narés atsakingoms
oficialioms institucijoms ir joms atitinkamai bendradarbiaujant, kai siekiama visada uztikrinti tokia kontrole ir patvir-
tinima, atlikta valstybés narés atsakingy oficialiy institucijy, kad bulvés yra pakuojamos ar perdirbamos tose jmonése,
kuriose yra pirmojoje ir antrojoje jtraukose minimi atlieky $alinimo jrenginiai, yra $ios:

— naudojimas kaip maistiniy bulviy, skirty Zmonéms vartoti, supakuoty tiesioginiam pristatymui ir naudojimas
neperpakuojant vietoje, kurioje naudojami atitinkami atlieky 3alinimo jrenginiai. Bulvés, skirtos sodinti gali bati
tvarkomos toje pacioje vietoje, jei tai atliekama atskirai, ar baigus valymg ir dezinfekavima,

arba

— naudojimas kaip maistiniy bulviy, skirty pramoniniam perdirbimui ir tiesioginiam ir neatidéliotinam pristaty-
mui | perdirbimo jmong, kurioje yra tinkami atlieky 3alinimo jrenginiai arba yra naudojama bent i$vykstanciy
transporto priemoniy valymo ir dezinfekavimo sistema,

arba

— kitas panaudojimas ar Salinimas, nustacius, kad néra organizmo i$plitimo pavojaus ir patvirtinus minétoms atsa-
kingoms oficialioms institucijoms.

3. Tinkamais objekty, minimy 7 straipsnio 3 dalyje, valymo ir dezinfekavimo metodais laikomi tie, kurie neleidzia orga-
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4. Priemongs, kurias valstybés narés jgyvendina demarkuotoje teritorijoje, nustatytoje pagal 5 straipsnio 1 dalies ¢ punkta
ir minimoje 7 straipsnio 4 dalyje, yra Sios:

4.1. produkcijos gamybos vietose, kurios laikomos uzkréstomis pagal 5 straipsnio 1 dalies a punkta:

a) lauke, kuris laikomas uzkréstu pagal 5 straipsnio 1 dalies a punkta:

i)

maziausiai trejus auginimo metus, einancius po ty, kuriais buvo nustatytas uzkrétimas,

— yra imamasi priemoniy, stengiantis i$naikinti savaime augancius bulviy augalus ir kitus nataraliai
aptiktus organizmo Seimininkus,

— jokie stiebagumbiai, augalai, tikrosios séklos ar kiti nattraliai aptinkami augalai $eimininkai ar
kitos kultiiros, kelian¢ios organizmo i$plitimo pavojy, negali bati sodinami,

pirmajj bulviy auginimo sezona, einantj po ankstesnéje jtraukoje apibadinto laikotarpio, ir laikantis
salygos, kad bent dvejus pastaruosius metus iki sodinimo patikrinimo metu lauke nebuvo rasta savaime
sudygstanciy bulviy augaly ar kity natdraliai auganciy organizmo $eimininky, leidZiama auginti tik
maistines bulves ir surinktas stiebagumbiy derlius tiriamas I priede nurodyta tvarka;

bulviy auginimo sezona, einantj po ankstesnéje jtraukoje minimo sezono, ir pasibaigus atitinkamam
sé¢jomainos ciklui, kuris tesiasi maziausiai du metus, jei ketinama auginti séklines bulves, gali bati augi-
namos seklinés arba maistinés bulvés, taip pat atlickamas oficialus tyrimas, kaip apibadinta 2 straips-
nio 1 dalyje; arba

ketverius auginimo metus po ty, kuriais buvo nustatytas uzkrétimas,

— yra imamasi priemoniy, stengiantis i$naikinti savaime sudygstancius bulviy augalus ir kitus nat-
raliai aptiktus organizmo $eimininkus,

— laukas palickamas pidymui arba daugiametei ganyklai, kuri daznai visiskai nupjaunama arba
kurioje yra intensyviai ganoma,

pirmajj bulviy auginimo sezona, einantj po ankstesnéje jtraukoje apibadinto laikotarpio, ir laikantis
salygos, kad bent dvejus pastaruosius metus iki sodinimo patikrinimo metu lauke nebuvo rasta savaime
sudygstanciy bulviy augaly ar kity nattraliai auganciy organizmo $eimininky, leidZiama auginti sékli-
nes ar maistines bulves, ir surinktas stiebagumbiy derlius tiriamas I priede nurodyta tvarka;

b)  kituose uzkréstuose laukuose laikantis salygos, kad atsakingos oficialios institucijos patvirtina, jog yra pasalintas
natiraliai sudygstanciy bulviy augaly arba kity natiraliai aptinkamy organizmo Seimininky keliamas pavojus:

auginimo metais, einanciais po ty mety, kuriais buvo nustatytas uzkrétimas, jokie stiebagumbiai, augalai,
tikrosios séklos ar kiti nattiraliai aptinkami augalai Seimininkai negali biiti sodinami, arba

sertifikuotos séklinés bulvés gali biti sodinamos tiktai maistui,

antrais auginimo metais po ty mety, kuriais buvo nustatytas uzkrétimas, tik sertifikuotos sé¢klinés bulvés ar
seklines bulves, kurias oficialiai patikrinus Ziedinio puvinio nebuvo rasta ir kurios auginamos produkcijos
gamybos vietose, kitose nei nurodytos 4.1 dalyje, yra auginamos séklai arba maistui,

bent tre¢iais auginimo metais po ty mety, kuriais buvo nustatytas uzkrétimas, tik sertifikuotos séklinés bul-
ves ar séklinés bulvés, kurios iSaugintos atliekant oficialig kontrolg i3 sertifikuoty sékliniy bulviy, yra augi-
namos séklai arba maistui,
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kiekvienais auginimo metais, nurodytais pirmesnése jtraukose, imamasi priemoniy pasalinti savaime sudygs-
tancius bulviy augalus ar kitus natiraliai augancius organizmo Seimininkus, ir bulviy derlius i§ kiekvieno
lauko yra oficialiai patikrinamas I priede nurodyta tvarka,

iskart po to, kai nustatomas uzkrétimas pagal 5 straipsnio 1 dalies a punkta, ir po sekanciy auginimo mety,
produkcijos gamybos vietose esantys visi mechanizmai ir sandéliavimo jranga, naudojami bulviy gamybos pro-
ceso metu, valomi ir dezinfekuojami, kaip nurodyta 3 dalyje;

tose gamybos sistemose, kur galima visiskai pakeisti auginimo terpe,

— jokie stiecbagumbiai, augalai ar tikrosios séklos nesodinami, kol produkcijos gamybos vietoje nebus imtasi

oficialiai prizirimy priemoniy, skirty organizmui i$naikinti ir pasalinti visg augaly Seimininky medziaga,
jskaitant bent jau auginimo terpés pakeitimg ir produkcijos gamybos vietoje esanciy objekty valymg ir dez-
infekavimg, ir visos jrangos pakeitima, o paskui i§ atsakingy oficialiy institucijy gauti leidima bulviy pro-
dukcijai gaminti,

bulvés auginamos i3 sertifikuoty sekliniy bulviy arba i§ minigumby ar mikroaugaly, gauty i§ patikrinty
Saltiniy.

4.2. Nepazeisdamos 4.1 dalyje apibudinty priemoniy, demarkuotoje teritorijoje valstybés narés:

a)

nedelsdamos po nustatyto uzkrétimo uztikrina visy masiny ir saugojimo patalpy, naudojamy bulviy produkci-
jos gamyboje valyma ir dezinfekcija, kaip numatyta, ir pagal atitinkamus metodus, kaip nurodyta 3 punkte;

nedelsdamos ir maziausiai tris auginimo sezonus po nustatyto uzkrétimo:

apdorojami bulviy stiebagumbiai, taip pat patalpas, kur bulviy apdorojimo masinomis dirbama pagal sutartj,

reikalauja, kad toje teritorijoje biity sodinamos tik sertifikuotos séklinés bulvés arba séklinés bulvés, isau-
gintos vykdant oficialig kontrolg ir tiriamos po s¢kliniy bulviy paséliy derliaus nuémimo produkcijos gamy-
bos vietose, laikomomis galbat uzkréstomis pagal 5 straipsnio 1 dalies b punkta,

reikalauja, kad bty atskirai apdorojamas nukasty sekliniy bulviy derlius ir tos maistinés bulvés, kurios buvo
laikomos visuose toje teritorijoje esanciuose sandéliuose, arba kad tarp seklai ir maistui skirty bulviy atsargy
tvarkymo biity taikoma valymo ir dezinfekavimo sistema,

atlieka oficialy tyrimg, kaip nustatyta 2 straipsnio 1 dalyje;

prireikus per reikiamg laikotarpj parengia visy sékliniy bulviy atsargy pakeitimo programa.
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V PRIEDAS

Kad biity iSvengta nustatyto organizmo plitimo pavojaus, taikant IV priedo 1 dalyje nurodytus oficialiai patvirtintus atlieky
Salinimo metodus yra laikomasi iy salygy:

i)

ii)

bulviy atliekos (jskaitant ir netinkamas bulves bei lupenas) ir kitos kietosios su bulvémis susijusios atlickos (jskaitant
ir dirvoZzemj, akmenis bei nuolauzas) yra pasalinamos

oficialiai tam tikslui patvirtintoje atlieky $alinimo vietoje, kurioje néra nustatyto pavojaus, kad kenksmingasis
organizmas pateks i aplinka, pvz., nutekés | dirbama Zemés plota. Atliekos yra saugiai pristatomos tiesiai i $ali-
nimo vietg, uztikrinant, kad jokia jy dalis nebus iSbarstyta,

arba
jas sudeginant,
arba

kitomis priemonémis, jeigu uztikrinama, kad néra organizmo isplitimo pavojaus. Apie tokias priemones turi
bati pranesta Komisijai ir kitoms valstybéms naréms.

skystos atliekos: prie$ pasalinant skystas atliekas, savo sudétyje turincias kiety daleliy, Sios dalelés pasalinamos filtruo-
jant arba nusodinamos. Sios dalelés pasalinamos kaip nurodyta i papunktyje.

Tuomet skystos atlickos:

prie§ paalinant maziausiai 30 minuciy yra kaitinamos maziausiai 60 °C temperatiiroje, uZtikrinant tokia tem-
peratiirg visame jy tiryje,

arba

yra kitaip pasalinamos, oficialiai tam pritarus ir oficialiai kontroliuojant, kad nebaity pavojaus atliekoms patekti i
dirbamg Zeme. Apie atlieky pasalinimo metodo detales yra pranesama kitoms valstybéms naréms ir Komisijai.

Siame priede pateikti salinimo biidai taip pat taikomi atlickoms, susidaranéioms tvarkant, $alinant ir perdirbant uzkrésty
bulviy siuntas.



