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(Tiestbu akti, kuru publiceSana ir obligata)

KOMISIJAS DIREKTIVA 2006/56/EK
(2006. gada 12. jinijs),

ar ko groza pielikumus Padomes Direktiva 93/85/EEK par kartupelu gaisas gredzenpuves kontroli

EIROPAS KOPIENU KOMISJTJA,

nemot veéra Eiropas Kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes 1993. gada 4. oktobra Direktivu
93/85/EEK (') par kartupelu gaisas gredzenpuves kontroli, un jo
ipasi tas 12. pantu,

ta ka:

(1) Viens no kartupeliem ipasi kaitigiem organismiem, kas
izraisa kartupelu gredzenpuvi, ir Clavibacter michiganensis
(Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spieckermann et Kott-
hoff) Davis et al. (turpmak teksta “organisms”).

(2) Sis organisms joprojam ir sastopams dazas Kopienas
teritorijas.

(3)  Ar Padomes Direktivu 93/85/EEK ir pienemti siki izstra-
dati pasakumi, kas dalibvalstis japienem attieciba uz $o
organismu, lai noteiktu ta atra§anas vietu un izplatibu,
nepielautu ta paradisanos un izplatiSanos, un, konstatéjot
$o organismu, nepielautu izplatiSanos, un to apkarotu vai
izskaustu.

(4)  Kops direktivas pienemsanas batiski mainijusies izpratne
par 31 organisma biologiju, noteik$anas un identifikacijas
procedaram. Turklat atbilstigi pieredzei, kas guta, Isteno-
jot organisma kontroles pasakumus, ir japarskata dazi ar
kontroles pasakumiem saistiti tehniski noteikumi.

(5) Sakard ar §Im izmainam ir japarskata un jaatjaunina pasa-
kumi, kas ieklauti Direktivas 93/85/EEK pielikumos.

(") OV L 259,18.10.1993., 2. Ipp.

(6)  Attieciba uz noteikSanas un identifikacijas procediiram ir
ieklautas nesen izstradatas procediiras, pieméram, in situ
fluorescences hibridizacija (FISH) un polimerazes kédes
reakcija (PCR), ka ari pasreizéjo noteikSanas un identifika-
cijas procediiru dazadu tehnisko elementu uzlabojumi.

(7)  Pilnveidoti ar kontroles pasakumu tehniskajiem elemen-
tiem saistitie nosacfjumi attieciba uz parbaudito paraugu
konservacijas veidu, lai nodrosinatu organisma izsekoja-
mibu, noteikumi par elementiem, kas nepiecie$ami poten-
cialas inficéSanas pakapes noteikSanai, precizéta
informacija, kas ikreiz, kad apstiprinata organisma klat-
biitne, jasniedz $aja sakara un par attiecigo inficéto terito-
riju, pasakumiem, kas Istenojami razosanas vietas, kuras
atzitas par inficétam, un norobeZojosajas zonas ap tam.

) Saja direktiva paredzétie pasakumi ir saskana ar Pastavi-
gas augu veselibas komitejas atzinumu,

IR PIENEMUSI SO DIREKTIVU.

1. pants

Ar 30 Direktivas 93/85/EEK pielikumus aizstaj ar atbilstosajiem
tekstiem $is direktivas pielikuma.

2. pants

1. Dalibvalstis vélakais lidz 2007. gada 31. martam pienem
un publicé normativos un administrativos aktus, kas vajadzigi,
lai izpilditu $is direktivas prasibas. Dalibvalstis nekavéjoties iepa-
zistina Komisiju ar $o tiesibu aktu tekstu un 3o tiesibu aktu un
direktivas atbilstibas tabulu.

Dalibvalstis =~ pieméro  minétos  tiesibu  aktus  no

2007. gada 1. aprila.

Dalibvalstis, pienemot 3os tiesibu aktus, tajos ietver atsauci uz $o
direktivu vai arf $adu atsauci pievieno to oficialai publikacijai.
Dalibvalstis nosaka, ka izdarama 3ada atsauce.
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2. Dalibvalstis talit dara Komisijai zinamus savu tiesibu aktu
galvenos noteikumus, ko tas pienem joma, uz kuru attiecas $i
direktiva.

3. pants

Si direktiva stajas spéka tresaja diena péc tas publicésanas Eiropas
Savienibas Oficialaja VestnesT.

4. pants

ST direktiva ir adreséta dalibvalstim.

Komisijas varda —
Komisijas loceklis
Markos KYPRIANOU
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I PIELIKUMS

GAISAS GREDZENPUVES IZRAISITAJAS BAKTERIJAS CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al.
ssp. SEPEDONICUS (Spieckermann et Kotthof) Davis et al. DIAGNOSTIKAS, NOTEIKSANAS UN
IDENTIFIKACIJAS TESTESANAS SHEMA

TESTESANAS SHEMAS DARBIBAS JOMA
Turpmakaja shéma aprakstitas dazadas procediras, kas saistitas ar:
i)  gaisas gredzenpuves diagnosticésanu kartupelu bumbulos un lakstos;
ii)  Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus konstatéSanu kartupelu bumbulos un lakstos;

iii) ~ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus) identificésanu.

VISPARIGI PRINCIPI

Papildinajumos ieklauti metoZu optimizétie protokoli, zinas par validétiem reagentiem, testu sagatavosanu un kontroles
materialiem. Protokolu optimizacijas un validacijas procesa iesaistito laboratoriju saraksts noteikts 1. papildinajuma.

Ta ka protokolos paredzéts, ka ir janosaka bistams karantinas organisms, un tajos paredzéta dzivotspéjigu C. m. subsp.
sepedonicus kultiiru izmantosana kontroles materiala veida, procediiras istenojamas piemérotos karantinas apstaklos ar atbil-
stodu atkritumu iznicina$anu un ievérojot attiecigas licences noteikumus, kuru izsniegusi oficiala augu karantinas iestade.

TestéSanas parametriem janodrosina sistémiska un reproducéjama C. m. subsp. sepedonicus limena noteikSana, ievérojot
izvélétajam metodém noteiktos slieksnus.

Pozitivo kontrolparaugu preciza sagatavosana ir obligata.

TestéSana atbilstosi paredzétajiem sliek$niem paredz ari iekartu pareizu reguléSanu, uzturéSanu un kalibréSanu, uzmanigu
rikosanos ar reagentiem un visus pasakumus, lai novérstu inficé8anos starp paraugiem, pieméram, pozitivo kontrolpa-
raugu nodali§anu no testa paraugiem. Japieméro kvalitates kontroles standarti, lai izvairitos no administrativam un cita
veida kladam, jo ipasi attieciba uz markéanu un dokumentésanu.

Ka minéts 4. panta 2. punkta Direktiva 93/85/EEK, aizdomas par organisma paradisanos nozimé pozitivu rezultatu diag-
nosticésanas vai skrininga testos, kas veikti attieciba uz paraugu, ka tas ir noradits shémas.

Ja pirmais skrininga tests (IF vai PCR/FISH) ir pozitivs, pastav aizdomas par inficéSanos ar Cms, un javeic otrs skrininga
tests. Ja otrais skrininga tests ir pozitivs, tad aizdomas apstiprinas (aizdomas par organisma klatbitni), un jaturpina testé-
$ana atbilstosi shémai. Ja otrais skrininga tests ir negativs, uzskata, ka paraugs nav inficéts ar Cms.

Tade] pozitivs IF tests, ka minéts 4. panta 2. punkta, ir definéts ka pozitivs IF nolasijums, ko apstiprina otrais skrininga
tests (PCR/FISH).

Saskana ar 5. panta 1. punktu Direktiva 93/85/EEK apstiprinata klatbiitne paredz C. m. subsp. sepedonicus tirkultiiras izo-
1ésanu un identifikaciju, apstiprinot patogenitati.

1. SHEMA

1.1. Kartupelu gaisas gredzenpuves noteikSanas shéma tas diagnosticéSanai tadu kartupelu bumbulos un lak-
stos, kuriem ir gai$as gredzenpuves simptomi

Testa procediira paredzéta kartupelu bumbuliem un lakstiem, kuriem ir gaiSajai gredzenpuvei raksturigi simp-
tomi vai attieciba uz ko ir aizdomas par inficésanos ar to. Ta ietver atro skrininga testu, patogéna izoléSanu no
inficétajiem vadaudiem diagnostikas barotné, un, ja iegiits pozitivs rezultats, kultiras identificésanu ka C. m. subsp.
sepedonicus.
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Kartupelu bumbulis(-li) vai laksts(-i) ar raksturigiem gaisas
gredzenpuves simptomiem (')

<>—[ ATRAS DIAGNOSTICESANAS TESTI (3) )

( GALVENAIS IZOLESANAS TESTS (%) )

( Kolonijas ar tipisku morfologiju (4) )

C. m. subsp. sepedonicus nav konstatéts
paraugs nav inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus

( AtSkaidljumu uzsé&jumi )

( IDENTIFIKACIJAS TESTS (°) )—<>—( PATOGENITATES TESTS () )

©)

Abi testi apstiprina C. m. subsp. sepedonicus
kultGras klatbatni

Paraugs nav inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus

Paraugs ir inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus

Simptomu apraksts sniegts 2. sadala.

AtbilstoSie testi ir $adi:

— IF tests (4. sadala),

— PCR tests (6. sadala),

— FISH tests (5. sadala).

Kaut arm patogénu ir Joti vienkarsi izolét no augu materiala ar raksturigiem simptomiem, izmantojot atSkaidljuma uzséjumu, vélakas
infekcijas fazés var neizdoties kultlras audzé$ana. Saprofitas baktérijas, kas attistas inficétos audos, var paraugt patogénu vai nomakt
to izoléSanas barotné. Tapéc ir ieteicams izmantot gan neselektivo, gan selektivo barotni, vélams MTNA (8. sadala), vai biopatogenitates
testu (7. sadala).

Kolonijas tipiska morfologija aprakstita 8. sadala.

Ja izolacijas tests ir negativs, bet novérojami raksturigie slimibas simptomi, izolacija jaatkarto.
C. m. subsp. sepedonicus tirkultlras dro$a identifice$ana tiek panakta, izmantojot testus, kas uzskaititi 9. sadala.
Patogenitates tests aprakstits 10. sadala.
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1.2. Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus noteikSanas un identifikacijas shéma asimptomatiskos kartu-
pelu bumbulu paraugos

Princips

TestéSanas procediira paredzéta latento infekciju noteik$anai kartupelu bumbulos. Vismaz divu uz dazadiem
biologiskiem principiem balstitu skrininga testu pozitivs rezultats ir jaapstiprina ar patogéna izolaciju; tipisku kolo-
niju izolacijas gadijuma tam seko C. m. subsp. sepedonicus tirkultiiras apstiprinasana. Tikai ar viena skrininga testa
pozitivu rezultatu nepietiek, lai uzskatitu, ka pastav aizdomas par parauga inficéanos.

Skrininga un izolacijas testos noteiksanas slieksnim ir jabiit robezas no 10° lidz 10* $iinas mililitra atkartoti
suspendéta ekstrakta koncentrata, ko katra testu sérija ieklauj ka pozitivo kontrolparaugu.
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( Kartupelu bumbulu paraugi (') )
I

Patogéna ekstrakcija un koncentrésana (3)

SVARIGAKIE SKRININGA TESTI (%)
IF tests (*)/PCR tests (°)/FISH tests (°)

( Pirmais skrininga tests (°) )

)
-

C. m. subsp. sepedonicus nav
konstatéts
paraugs nav inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus

C. m. subsp. sepedonicus nav
konstatéts
paraugs nav inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus

(Selektivé izolacija (") un biopatogenitates tests (8))
I

[ Kolonijas ar tipisku morfologiju (°) )

C. m. subsp. sepedonicus nav
konstatéts
paraugs nav inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus

( AttiriSana ar uzséjumu )

( IDENTIFIKACIJAS TESTI (™) )—%>—( PATOGENITATES TESTI (?) ]

Abi testi apstiprina
C. m. subsp. sepedonicus tirkultiru

Paraugs nav inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus

Paraugs ir inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus
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" Standarta paraugs ir 200 bumbuli, ja nav 200 bumbulu, procediru var Tstenot ar mazakiem paraugiem.

(3  Patogéna ekstrakcijas un koncentréSanas metodes aprakstitas 3.1. sadala.

(®)  Ja pozitivi ir vismaz divi testi, kas balstas uz atkirigiem biologiskajiem principiem, jaizdara izolacijas un apstiprina$anas parbaudes.
Javeic vismaz viens skrininga tests. Ja $a testa rezultats ir negativs, uzskata, ka paraugs nav inficéts. Ja testa rezultats ir pozitivs, pirma
pozitiva rezultata parbaudei javeic otrs skrininga tests vai vairaki testi, kas balstiti uz citiem biologiskajiem principiem. Ja otra testa vai
nakamo testu rezultati ir negativi, uzskata, ka paraugs nav inficéts. Turpmaki testi nav nepieciesami.

(*)  Imunofluorescences (/F) tests.

IF testiem jaizmanto poliklonalas antivielas; papildus monoklonalo antivielu izmanto$ana var nodro$inat lielaku specifiskumu
(sk. 4. sadalu).
(®) PCRtests.
Jaizmanto attiecigi validéti PCR reagenti un protokoli (sk. 6. sadalu).
(®)  FISH tests.
Jaizmanto validéti reagenti un protokoli (sk. 5. sadalu).

(")  Selektiva izolacija.

Pateicoties tam, ka tiek izmantota MTNA barotne vai NCP-88 barotne un atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata Skidums
attiectba 1/100, &1 ir piemérota metode tieSai C. m. subsp. sepedonicus izoléSanai. Tipiskas kolonijas var iegat aptuveni 3—10 dienas péc
uzséjuma. Tad patogénu var attirit un identificét. Lai pilntba izmantotu testa potencialu, rlpigi sagatavot bumbulu pamatnes serdes, lai
novérstu tadu sekundaru ar kartupeJu bumbuliem saistitu baktériju paradisanos, kas barotné konkuré ar C. m. subsp. sepedonicus un
var paraugt patogénu. Ja plates tests neizdodas, javeic izolacija no augiem, kurus izmanto biopatogenitates testam (sk. 8. sadalu).

(®)  Biopatogenitates testu izmanto, lai no kartupelu ekstrakta izolétu C. m. subsp. sepedonicus, veicot selektivu bagatinasanu uz baklazanu
augiem (Solanum melongena). Sim testam vajadzigi optimali inkubacijas apstak|i, kas noteikti $ai metodei. Visticamak, ka baktérijas,
kas C. m. subsp. sepedonicus nomac MTNA un NCP-88 barotné, $a testa norisi neietekmé (sk. 7. sadalu).

(®)  Kolonijas tipiska morfologija aprakstita 8. sadala.

("%  Uzs&jums vai biopatogenitates tests var neizdoties, ja saprofitas baktérijas gist parsvaru vai to inhibé. Ja skrininga testi uzrada pozitivus
rezultatus, bet izolacijas testu rezultats ir negativs, izolacijas testi jaatkarto, izmantojot to pasu ekstraktu vai no ta pasa parauga papildus
nemot vadaudus blakus sagrieztd bumbula stolona pamatnei, un nepiecieSamibas gadijuma parbaudot papildu paraugus.

(") lespéjamas C. m. subsp. sepedonicus tirkultaras dro$a identificéSana tiek panakta, izmantojot testus, kas aprakstiti 9. sadala.

("*)  Patogenitates tests aprakstits 10. sadala.
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1.3. Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus noteikSanas un identifikacijas shéma asimptomatiskos kartu-
pelu lakstu paraugos

[ Stublaja segmentu paraugi ()

( Patogéna ekstrakcija un koncentrésana (?)

SVARIGAKIE SKRININGA TESTI (3)
SELEKTIVA IZOLACIJA (*)/IF tests (°)/PCR tests (¢ )/FISH tests (7)
izvéles papildtests: biopatogenitates tests (¢

Kolonijas ar tipisku morfologiju (* Visi veiktie testi ir negativi
péc izolacijas

C. m. subsp. sepedonicus nav

konstatéts
G

paraugs nav inficéts ar
( AttiriSana ar uzséjumu )

C. m. subsp. sepedonicus
( IDENTIFIKACIJAS TESTI (°) )—<

Abi testi apstiprina, ka tirkultdra ir
C .m. subsp. sepedonicus

Paraugs nav inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus

Paraugs ir inficéts ar
C. m. subsp. sepedonicus

K_)\_)u\_)

r4
m
)

g

hd

PATOGENITATES TESTS (') )
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(") leteicamais paraugu lielums noradits 3.2. sadala.

® Patogéna ekstrakcijas un koncentracijas metodes ir aprakstitas 3.2. sadala.

(®)  Ja pozitivi ir vismaz divi testi, kas balstti uz atskirigiem biologiskajiem principiem, javeic izolacijas un apstiprina3anas parbaudes.
Javeic vismaz viens skrininga tests. Ja $a testa rezultats ir negativs, uzskata, ka paraugs nav inficéts. Ja $a testa rezultats ir pozitivs,
pirma pozitiva rezultata apstiprinasanai nepiecieSams veikt vienu vai vairakus skrininga testus, kuri balstiti uz dazadiem biologiskajiem
principiem. Ja otra testa vai nakamo testu rezultati ir negativi, uzskata, ka paraugs nav inficéts. Turpmaki testi nav nepiecieSami.
Selektivas izolacijas tests un kolonijas tipiska morfologija ir aprakstita 8. sadala.

*

(°)  IF tests aprakstits 4. sadala.

(°)  PCR tests aprakstits 6. sadala.

(")  FISH tests aprakstits 5. sadala.

(°)  Biopatogenitates tests aprakstits 7. sadala.
©)

Uzséjums vai biopatogenitates tests var neizdoties, ja saprofitas baktérijas glist parsvaru vai to inhibé. Ja skrininga testu rezultati ir
pozitivi, bet izolacijas testu rezultati ir negativi, izolacijas testus atkarto, un vajadzibas gadijuma testé papildu paraugus.

(")  lespgjamas C. m. subsp. sepedonicus tirkultiras dro$a identificé$ana tiek panakta, izmantojot 9. sadala aprakstitos testus.
(") Patogenitates tests aprakstits 10. sadala.
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2.

2.1

2.2.

3.1.

GAISAS GREDZENPUVES SIMPTOMU VIZUALA NOTEIKSANA

Kartupelu laksti

Eiropas klimatiskajos apstaklos simptomi ir novérojami reti, un parasti tie klaist redzami tikai sezonas beigas.
Turklat simptomi parasti ir slépti, vai tos jauc ar citu slimibu simptomiem, vecuma pazimém vai mehaniskiem
bojajumiem. Tadé] apskaté uz lauka simptomus var viegli neievérot. Vites simptomi ievérojami atskiras no
tumsas gredzenpuves simptomiem; vite parasti noris 1éni un ta redzama tikai uz lapu malam. Jaunas inficétas
lapas biezi turpina attistities, kaut ari mazak neka zonas, kuras nav inficétas. Tadgjadi rodas neparastas formas
lapas. Lapam, kuras vadaudu blokésana skarusi zemak uz stublaja, vidusdala bieZi ir hlorotiska, dzeltena vai
oranza. Beigas inficétas lapas un pat stublaji var atmirt. BieZi lapas un bumbuli ir vienkarsi mazaki péc izméra.
Dazkart augi ir nikuligi. lespéjamo simptomu krasaini attéli ir atrodami Komisijas timekla vietné
http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

Kartupelu bumbuli

Agrinas pazimes ir viegls audu stiklainums vai caurspidigums ap vadaudu sistému bez audu mikstinasanas, jo
ipasi tuvak stolona pamatnei. Vadaudu gredzena krasa pie stolona pamatnes var bit nedaudz tumsaka neka para-
sti. Pirma viegli nosakama pazime ir vadaudu gredzena dzelteniga krasa un sierveida masas striklveida izdalisa-
nas no bumbula vadaudiem, viegli saspiezot bumbuli. Sis eksudats satur miljoniem baktériju. Saja slimibas stadija
vadaudi var k]at briingani, un bumbulu simptomi 3aja stadija ir lidzigi Ralstonia solanacearum izraisitas tumsas
gredzenpuves simptomiem. Sakuma §is pazimes var biit vérojamas tikai viena vadaudu gredzena dala, kas var
nebit tuvu pie stolona pamatnes, bet ar laiku pakapeniski izplatities visa vadaudu gredzena. Infekcijai izplatoties,
notiek vadaudu sair$ana; mizas un aréjo audu slanis var atdalities no iek$¢jo audu slana Slimibas vélinajas stadijas
bumbulu virsma paradas plaisas, parasti ar sarkanigi briinas krasas malam. Pédéja laika Eiropa ir konstatéti vai-
raki gadijumi, kad vid&jais mizas slanis pst vienlaicigi ar vadaudu gredzenu, izraisot sekundaru infekciju ar iek-
$¢ju dobumu veidosanos un nekrozi. Sekundara sénisu vai baktériju infekcija var apslépt slimibas pazimes, un
tade] var bat grati vai pat neiesp&jami atskirt kartupelu gaisas gredzenpuves vélinas stadijas pazimes no kadas
citas bumbulu puves. lesp&jami arT atipiski simptomi. lespéjamo simptomu krasaini attéli ir atrodami Komisijas
timekla vietné http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

PARAUGU SAGATAVOSANA

Kartupelu bumbuli

Piezime:

—  Standarta paraugs ir 200 bumbuli katram testam. Intensivakai paraugu nemsanai nepiecieSami papildu testi, izmantojot
sada lieluma paraugu. Ja bumbulu skaits parauga ir lielaks, iesp&jams, tests nedos rezultatus vai tie biis griiti interpretéjami.
Tomér, ja nav pieejams nepiecieSamais daudzums, 31 procedira labi izmantojama ari paraugiem, kuros ir mazak neka
200 bumbulu.

—  Visas turpmak aprakstitas metodes validétas, testgjot paraugus no 200 bumbuliem.

—  Turpmak aprakstito kartupelu ekstraktu var izmantot ari kartupelu tumsas gredzenpuves baktériju Ralstonia solanacearum
noteiksanai.

Papildu pirmapstrade pirms parauga sagatavosanas:

Nomazgat kartupelu bumbulus. Izmantot atbilstosus dezinfekcijas lidzeklus (ja veic PCR testu, izmanto hlora savie-
nojumus, lai notiritu iesp&jamo patogéna DNS) un mazgasanas lidzeklus katram paraugam. Laut bumbuliem
nozit. Mazgasana ir ipasi lietderiga (ta¢u nav obligata) paraugiem, uz kuriem ir lieka augsnes karta, un gadiju-
mos, ja javeic PCR tests vai tiesas izolacijas tests.

Ar tiru dezinficétu skalpeli vai darzenu nazi nonemt mizu pie katra bumbula stolona pamatnes, atsedzot vadau-
dus. Uzmanigi izgriezt nelielu vadaudu gabalu no stolona pamatnes, cen3oties izgriezt péc iesp&jas mazak bum-
bula mikstuma (sk. timekla vietné http:|/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home /main).

Piezime:

Atlasit visus bumbulus, kuriem ir gai$as gredzenpuves iespé&jami simptomi, un testét tos atseviski.
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3.1.2.

3.2

3.2.1.

Ja stolona pamatnes vidus gabala atdaliSanas laika redzami gaisas gredzenpuves simptomi, javeic attieciga bum-
bula vizuala parbaude, bumbuli iegrieZot pie stolona pamatnes. Visus bumbulus, kuriem ir attiecigi gredzenpuves
simptomi, ne mazak ka 2 dienas glaba istabas temperatiira, lai notiktu parkoksnésanas, péc tam bumbuli jaglaba
vésuma (4-10 °C temperatiira) karantina lidz testéSanas beigam. Visi bumbuli, tostarp tie, kuriem ir aizdomigi
simptomi, jauzglaba, ka noteikts II pielikuma.

Savakt stolona pamatnes vidus gabalus jaunos vienreizlietojamos konteineros, kurus var aizvért un/vai cie$i noslegt
(ja izmanto vairakkart lietojamus traukus, tie ir ripigi jaiztira un jadezinficé ar hloru saturoiem savienojumiem).
Stolona pamatnes ieteicams apstradat nekavéjoties. Ja tas nav iesp&ams, tas ne ilgak ka 72 stundas atvésinata
veida un ne vairak ka 24 stundas istabas temperatiira var konteinera uzglabat, nepievienojot buferskidumu.
Vadaudu gabalu iz703ana, parkoksnéanas un saprofitu augsana uzglabasanas laika var traucét gaisas gredzenpu-
ves izraisitajas baktérijas noteiksanu.

Apstradat stolona pamatnes vadaudu gabalus, izmantojot vienu no turpmakajam metodém:

a) stolona pamatnes vadaudu gabalus parliet ar pictieckamu daudzumu ekstrakcijas buferskiduma (apm. 40 ml)
(3. papildinajums) un 4 stundas kratit rotacijas kratitaja (50-100 apgr./min) temperatiira, kas zemaka par
24 °C, vai 16-24 stundas gadijuma, ja tie ir atdzeséti,

vai

b) vadaudu gabalus homogenizét mikserT (Waring vai Ultra Thurax), ar pietickamu (apm. 40 ml) daudzumu eks-
trakcijas buferskiduma (3. papildinajums), vai ar gumijas amuru vai atbilsto§u smalcinataju (pieméram,
Homex) sasmalcinat ciesi noslégta vienreizlietojama maceracijas maisina (piem., Stomacher vai Bioreba jonize-
josa starojuma sterilizéta polietiléna 150 mm x 250 mm maisina).

Piezime:

Ja paraugi tiek homogenizéti mikseri, savstarpéjas inficéSanas risks ir loti augsts. Veic piesardzibas pasakumus, lai izvairitos no
aerosola veidoSanas vai izliSanas ekstrakcijas procesa laika. Nodrosina, ka katram paraugam tiek izmantoti sterilizéti miksera
asmeni un trauki. Ja javeic PCR tests, jaizvairas no DNS parnesanas uz traukiem vai smalcinasanas iericém. PCR testam sasmalci-
nasanu veic vienreizlietojamos maisinos vai traukos.

Virsgjo dzidro skidruma slani dekantét. Ja skidrums ir parak dulkains, tas jadzidrina, léni centrifuggjot (10 min
4-10 °C temperatira, ne vairak ka ar 180 g) vai izmantojot vakuumfiltrésanu (40-100 pm) un mazgajot filtru ar
papildu ekstrakcijas skidumu (10ml) (3. papildinajums).

Koncentrét baktériju frakcijas, 4-10 °C temperatiira 15 min centrifugéot ar 7 000 g (vai 10 min ar 10 000 g),
virsgjo dzidro skidruma slani dekantét, neuzdulkojot nogulsnes.

Nogulsnes vélreiz suspendét 1,5 ml buferskiduma (3. papildindjums). Izmantot 500 pl C. m. subsp. sepedonicus
testéSanai, un 500 pl Ralstonia solanacearum un 500 pl references vajadzibam. References alikvotai un atlikusajai
testa alikvotai pievienot sterilu glicerinu, lidz galigai koncentracijai 10-25 % (v/v), 500 pl, sajaukt un glabat
— 16 lidz — 24 °C temperatiira (nedélas) vai — 68 lidz — 86 °C (ménesus). Testésanas laika alikvotas glabat 4-10 °C
temperatiira.

Atkartoti sasaldét un atkausét nav ieteicams.
Ja ekstraktu transportg, tas japarvada aukstumkasté 2448 stundu laika.

C. m. subsp. sepedonicus pozitivie kontrolparaugi un paraugi obligati jaapstrada atseviski, lai izvairitos no inficésa-
nas. Tas attiecas uz IF priek$metstikliniem un uz visiem testiem.

Kartupelu laksti

Piezime:

Lai noteiktu latentas C. m. subsp. sepedonicus populacijas, ieteicams testét apvienotos paraugus. Procediiru var izmantot ari apvie-
notiem paraugiem no ne vairak ki 200 stublaju dalam. (Apsekojumos jaizmanto statistiski reprezentativi izmekléjamas augu popu-
lacijas paraugi.)

Ar tiru dezinficétu nazi vai atzarosanas skérém atdalit 1-2 cm lielu segmentu no katra stublaja pamata pavisam
nedaudz virs augsnes limena.
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3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Neilgu laiku dezinficét stublaju segmentus ar 70 % metanolu un nekavéjoties nosusinat ar papira salveti.

lelikt stublaju segmentus slégta sterila trauka, ievérojot $adas paraugu nemsanas proceddras:

Apstradat stumbru segmentus péc vienas no turpmak minétajam metodém:

a)  apliet stublaju segmentus ar pietickamu daudzumu (aptuveni 40 ml) ekstrakcijas buferskiduma (3. papildi-
najums) un kratit rotacijas kratitaja (50-100 apgr./min) 4 stundas temperatiira zem 24 °C vai 16-24 stun-
das atvésinata veida,

vai

b) apstradat nekavgjoties. Stublaju segmentus homogenizét ar daudzumu ekstrakcijas $kidumu (3. papildina-
jums) izturiga maceracijas maisina (pieméram, Stomacher vai Bioreba), sasmalcinot tos ar gumijas amuru vai
atbilstou smalcinataju (pieméram, Homex). Ja uzreiz apstradat nevar, stublaju segmentus vésuma var uzgla-
bat lidz 72 stundam, bet istabas temperatiira — lidz 24 stundam.

Nostadinat 15 min, tad virsgjo dzidro slani dekantét.

Baktériju frakcijas ekstraktu vai koncentratu parasti nav nepiecieSams papildus dzidrinat, bet to var izdarit filtre-
jot un/vai centrifuggjot, ka aprakstits 3.1.4.-3.1.6. sadala.

Sadalit neatskaidito vai koncentréto parauga ekstraktu 2 vienadas dalas. Vienu dalu uzglabat 4-10 °C tempera-
third visu testa laiku, otru dalu, ja nepiecieSama turpmaka testéSana, péc 10-25 % (v[v) sterila glicerina pievieno-
Sanas glabat — 16 lidz — 24° C temperattira (nedélam ilgi) vai — 68 lidz — 86 °C temperatiira (ménesiem).

IF TESTS

Princips

IF testu ieteicams izmantot par galveno skrininga testu, jo ir pieradits ta robustums nepiecieSamo slicksnu
sasniegSanai.

Ja IF testu izmanto ka galveno skrininga testu un IF testa rezultats ir pozitivs, par otro skrininga testu izmanto
PCR vai FISH testu. Ja IF testu izmanto ka otro skrininga testu un ta rezultats ir pozitivs, lai pabeigtu analizes,
saskana ar testésanas shému javeic papildu testésana.

Piezime:

Ja par galveno skrininga testu izmanto IF testu, noteikti jalieto poliklonala antiviela. Gadijuma, ja IF testam ar poliklonalo anti-
vielu ir pozitivs rezultats, papildus skriningam ar monoklonalo antivielu var bt labaks specifiskums, bet zemaka jutiba.

Jaizmanto C. m. subsp. sepedonicus references celma antivielas. leteicams noteikt titru katrai jaunai antivielu partijai. Titrs tiek defi-
loga C. m. subsp. sepedonicus celma $inu, un saskana ar razotaja noradijumiem izmantojot atbilstosu fluoresceina izotiocianata
(FITC) konjugatu. Neattiritu poliklonalo un monoklonalo antivielu IF titram jabiit vismaz 1:2 000. TestéSanas laika antivielas
jaizmanto darba atSkaidijuma (DA), kas vienads ar titru vai tam tuvu. Izmantot validétas antivielas (sk. timekla vietné
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Testu veic, izmantojot tikko sagatavotus paraugu ekstraktus. NepiecieSamibas gadjjuma testu var sekmigi veikt, izmantojot eks-
traktus, kas glabati — 68 lidz — 86 °C temperatiira glicerina $kiduma. Glicerinu no parauga atdala, pievienojot 1 ml ekstrakta kon-
centrata buferskiduma (4. papildinajums), atkartoti 15 min centrifug&ot ar 7 000 g un vélreiz suspendgjot tada pasa daudzuma
ekstrakta koncentrata buferskiduma. Dazkart tas nav nepiecieSams, jo Ipasi, ja paraugs ir fikséts uz priekSmetstiklipa ar liesmu
(sk. 2.2.).

Sagatavot atseviskus pozitivas kontroles pricksmetstiklinus homologam celmam vai kadam citam references C. m.
subsp. sepedonicus celmam, suspendgjot kartupelu ekstrakta, ka noteikts 2. papildinajuma, vai buferskiduma.

Ja iesp&jams, uz ta pasa priekSmetstiklina par lidzigu kontrolparaugu jaizmanto dabigi inficéti audi (kas saglabati,
liofiliz€jot vai sasaldgjot — 16 lidz — 24 °C temperatiira).
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4.1.

4.2.

4.3.

Par negativo kontrolparaugu izmantot parauga ekstrakta alikvotu, kas ieprieks uzradijis negativu rezultatu.

[zmantot daudzlodzinu prieksmetstiklinus, kuriem vélams bt 10 lodziniem ar diametru vismaz 6 mm.

Kontroles materialu testé tapat ka paraugu.

Sagatavot testu priek$metstiklinus, izmantojot vienu no $adam procedaram:

ii)

ekstrakti ar relativi nelielam cietes nogulsném:

Uz pirma lodzina ar pipeti parnest standartdaudzumu (15 pl atbilst lodzinam ar 6 mm diametru — lielakiem
lodziniem 3o daudzumu proporcionali palielinat) atkartoti suspendéta kartupelu ekstrakta koncentrata ki-
duma 1/100. P&c tam lidzigu daudzumu neat3kaidita ekstrakta koncentrata (1/1) iepilinat atlikusajos lodzinos
rinda. Otro rindu var izmantot ka dublikatu vai otram paraugam, ka paradits 1. attéla;

citi ekstrakti:

Sagatavot atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata decimalatskaidijumus (1/10 un 1/100) buferskiduma.
Lodzinu rinda ar pipeti parnest standartdaudzumu (15 pl atbilst lodzinam ar 6 mm diametru — lielakiem
lodziniem 3o daudzumu proporcionali palielinat) tiras ekstrakta suspensijas un katra skiduma. Otro rindu
var izmantot ka dublikatu vai otram paraugam, ka paradits 2. attéla.

Pilienus izzavet apkartéjas vides temperattira vai sildot 40—45 °C. Baktériju $tnas nofiksét uz prieksmetstiklina,
karsgjot (15 min 60 °C temperatiira), apdedzinot ar liesmu, izmantojot 95 % etanolu vai saskana ar antivielu pie-
gadataju ipasam instrukcijam.

NepiecieSamibas gadijuma fiksétos prieksmetstiklinus lidz turpmakai testéSanai var glabat sasaldéta veida sausa
noslégta kamera iespéjami neilgi (ne ilgak ka 3 ménesus).

IF procedira:

saskana 4.1. punkta i) apak$punktu sagatavo testéSanai priekSmetstiklinus:

Sagatavot antivielu divkarSus atSkaidijumus IF buferskiduma. Pirmaja iedobé jabat 1/2 titra (T/2), paréjas —
1/4 titra (T[4), 1/2 titra (T/2), pilnam titram (T) un divkar§am titram (27T);

saskana 4.1. punkta ii) apak$punktu sagatavo testéSanai prieksmetstiklinus:

Sagatavot antivielu darba atskaidijumu (DA) IF buferskiduma. Darba atskaidijjums ietekmé specifiskumu.

1. attéls. Testa priekSmetstiklina sagatavoSana atbilstosi 4.1. punkta i) apak$punktam
un 4.3. punkta i) apak$punktam.

Atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata atskaidijumi

1/100 1/1 1/1 11 1/1 [0  Atkartoti suspendéta
ekstrakta koncentrata
atskaidijums

(T = titrs) T2 T4 T2 T 2T O Divkarsie

imiinseruma/antivielas
atSkaidijumi

1. paraugs

punkta 1. parauga dublikats

vai 2. paraugs ‘6 ‘7 ‘8 ’9 '10

0000

1 2
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4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

2. attéls. Testa priekSmetstiklina sagatavosana atbilstosi 4.1. ii) apakspunktam un 4.3. punkta ii) apak$punktam.

Iminseruma/antivielas darba atskaidijumi

1/1 1/10  1/100 Tukss Tukss [0  Atkartoti suspendéta
ekstrakta koncentrata
decimalatskaidijums

1. paraugs

00000
1. parauga dublikats vai
2. paraugs .6 .7 .8 .9 .10

Priek$metstiklinus novietot uz samitrinata papira. Katru testéSanas lodzinu pilniba parklat ar antivielas
atskaidijumu(-iem). Antivielu daudzumam, kas uzpilinats katra lodzina, jabat vismaz vienadam ar nemta ekstra-
kta tilpumu.

Ja nav ipasu noradijumu no antivielu piegadatajiem, javeic $ada procedira.
Priek$metstiklinus 30 min inkubé uz samitrinata papira apsegta veida apkartéjas vides temperatiira (18-25 °C).

Nokrata pilienus no katra priek$metstiklina un riipigi noskalo ar IF buferskidumu. Mazga, uz 5 minttém iemér-
cot IF-Tween buferskiduma (3. papildinjums) un péc tam uz 5 minGtém IF buferskiduma. Izvairities no aerosolu
vai pilienu parnesanas, kas var izraisit sasvstarpéju inficéanos. Uzmanigi nonemt licko mitrumu, viegli nosusinot.

PriekSmetstiklinus novietot uz mitram papira salvetém. Nosegt testa lodzinus ar FITC konjugata atskaidijumu, ko
izmantoja titra noteik$anai. Konjugata tilpumam, kas uzklats lodziniem, jabat vienadam ar izmantoto antivielu
tilpumu.

Prieksmetstiklinus 30 min inkub€ uz samitrinata papira apsegta veida apkartgjas vides temperatiira (18-25 °C).
Nokratit konjugata pilienus no priek§metstiklina. Noskalot un nomazgat (sk. 4.3.3.).
Riipigi nosusinat lieko skidrumu.

Ar pipeti katra lodzina parnest 5-10 pl 0,1 M fosfatbuferéta glicerina (3. papildinajums) vai tirdznieciba pieeja-
mas saistvielas, kas sekmé krasas noturigumu, un uzlikt segstiklinu.

IF testa rezultatu nolasisana:

Testa prieksmetstiklinus parbaudit ar epifluorescences mikroskopu ellas vai dens imersija 500 lidz 1 000 reizu
palielinagjuma, izmantojot filtrus, kas pieméroti darbam ar FITC. Lodzinus apskatit pa diviem diametriem, kas kru-
stojas taisna lenki, un pa perimetru. Attieciba uz paraugiem, kuri uzrada nelielu daudzumu $tnu, izskatit vismaz
40 mikroskopa laucinus.

Vispirms parbaudit pozitiva kontrolparauga prieksmetstiklinu. Siinam jabiit spilgti fluoresc&josam un pilniba iekra-
sotam pie noteikta antivielu titra vai darba skiduma. IF tests jaatkarto (4. sadala), ja krasojumam ir novirze no
normala.

Parbaudit, vai prieksmetstiklinu testa lodzinos ir redzamas spilgtas fluorescéjosas $tinas ar C. m. subsp. sepedonicus
raksturigo morfologiju (sk. timekla vietné http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluorescences
intensitatei jabiit tadai pasai ka pozitivajam kontroles celmam taja pasa antivielu atskaidfjuma vai intensivakai. Stinas
ar nepilnigu iekrasojumu vai vaju fluorescenci netiek nemtas veéra.

Tests jaatkarto, ja ir aizdomas par inficéSanos. Tas var bt gadijuma, ja visi attiecigas partijas priek$metstiklini
uzrada inficétas $tnas sakara ar buferskiduma inficéSanu vai ja inficétas $tinas tiek konstatétas uz segstiklina (ar-
pus priek$metstiklina lodziniem).

Pastav vairakas imunofluorescences testam raksturigas problémas. Netipiskas morfologijas fluorescento $inu fona
populacijas un nespecifiski reagéjosas saprofitas baktérijas, kuru izmérs un morfologija ir lidzigi C. m. sepedonicus,
varétu rasties kartupelu ekstrakta koncentrata no stolona pamanes gabaliem un kartupelu lakstu segmentiem.
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4.4.4.

4.4.5.

5.1.

Janem véra tikai fluorescgjosas Stinas ar izméru un morfologiju, kas ir tipiska antivielu titra vai darba at3kaidiju-
mam, ki minéts 4.3. punkta.

IF testa nolasijuma interpretacija:

i) ja ir atrastas spilgti fluorescgjosas $tinas ar raksturigo morfologiju, noteikt raksturigo $inu vidgjo skaitu
mikroskopa laucina un aprékinat raksturigo $tnu skaitu viena mililitra atkartoti suspendéta ekstrakta kon-
centrata (4. papildinajums).

IF testa rezultdtu uzskata par tiem paraugiem, kuros ir ne mazak ka 5 x 10° tipisko $iinu uz 1 ml atkartoti
suspendéta ekstrakta koncentrata. Paraugu uzskata par potenciali inficétu un ir nepiecieSama turpmaka
testésana;

i) IF testa rezultatu uzskata par negativu paraugiem, kuros ir mazak neka 5 x 10’ tipisko un/vai netipisko
$unu uz 1 ml atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata, un paraugu uzskata par negativu. Turpmaka testé-
$ana nav javeic.

FISH TESTS

Princips

Ja FISH testu izmanto ka pirmo skrininga testu un FISH testa rezultats ir pozitivs, ka otro obligato skrininga testu
izmanto IF testu. Ja FISH testu izmanto ka otro skrininga testu un ta rezultdts ir pozitivs, lai noteiktu galigo
diagnozi, javeic turpmaka testéSana saskana ar shemu.

Piezime:
Izmantot validétas ipasas C. m. subsp. sepedonicus oligozondes (7. papildinajums). Obligata ir prasiba par to, ka ieprieksgjiem tes-

tiem péc §is metodes janodrogina reproducgjama noteiksana 10°~10* C. m. subsp. sepedonicus $tinas uz 1 ml, kuras pievienotas
paraugu ekstraktiem, kas ieprieks uzradijusi negativus rezultatus.

Turpmak minéto procediru ieteicams veikt uz tikko sagatavota ekstrakta parauga, bet to var veiksmigi istenot,
izmantojot ekstrakta paraugus, kas glabati glicerina $kiduma — 16 lidz — 24 °C vai — 68 lidz — 86 °C temperatiira.

Ka negativo kontrolmaterialu izmantot alikvotas no parauga ekstrakta, kas pirms tam uzradija negativu rezultatu
attieciba uz C. m. subsp. sepedonicus klatbatni.

Ka pozitivos kontrolparaugus sagatavo suspensijas, kas satur 10° lidz 10° C. m. subsp. sepedonicus $iinas mililitra
(pieméram, NCPPB 4053 celms vai PD 406 celms) 0,01 M fosfata buferskiduma (FB), izmantojot 3-5 dienu uzsé-
jumu (sagatavodanu sk. 2. papildindjuma). Sagatavot atseviskus homologu C. m. subsp. sepedonicus vai citu refe-
rences celmu pozitivo kontrolparaugu priek$metstiklinus, izmantojot kartupelu ekstrakta suspensiju, ka minéts
2. papildindjuma.

Ar FITC markétas eubaktériju oligozondes izmanto$ana paredz hibridizacijas procesa kontroli, jo ta iekraso visas
eubaktérijas, kas atrodas parauga.

Testét kontroles materialu tapat ka paraugu(-us).

Kartupelu ekstrakta fikseSana

Turpmak izklastita protokola pamata ir Wullings et al. (1998).

Sagatavot fiksgjoso skidumu (sk. 7. papildinajumu).

Parnes 100 pl katra ekstrakta parauga mikromégené, un 8 min centrifugé ar 7 000 g.

Atdala virsgjo slani un ekstrakta koncentratu izskidina 500 pl fiksatora, kas sagatavots vismaz 24 stundas pirms
tam. Samaisa un 4 °C temperatira iztur lidz nakamajai dienai.

Ka alternativu fiksatoru var izmantot 96 % etanolu. Lai to izmantotu, iz8kidinat 5.1.2. punkta paredzéto ekstra-
kta koncentratu, 50 pl 0,01M FB un 50 ul 96 % etanola. Samaisit un 4 °C temperatiira izturét 30—-60 min.
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5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

Centrifugét 8 min ar 7 000 g, atdalit virs¢jo slani un atkartoti suspendét ekstrakta koncentratu 75 pl 0,01M FB
(sk. 3. papildinajumu).

Parnest 16 pl fikséjo3as suspensijas uz tira daudzkart izmantojama prieksmetstiklina, ka paradits 3. attéla. Uz katra
priek$metstiklina uznes 2 dazadus neatskaiditus paraugus, un 1:100 atskaidijuma sagatavosanai (0,01M FB),
izmanto 10 pl. Atlikuso skidumu (49 pl), pievienojot 1 tilp. 96 % etanola, var glabat — 20 °C temperatiira. Gadi-
juma, ja FISH tests jaatkarto, etanolu atdala centrifuggjot, un pievieno tadu pasu daudzumu 0,01M FB (samaisot
ar vorteksu).

3. attéls. FISH priek$metstiklina shéma

1. paraugs Tukss Tukss Tukss 2. paraugs

1. lodzins 2. lodzins 3. lodzinsg 4. lodzing 5. lodzing

1. paraugs Tukss Tukss Tukss 2. paraugs

6. lodzins 7. lodzing 8. lodzins 9. lodzins 10. lodzins
1. segstikling 2. segstikling

Laut priek$metstikliniem nozat (vai Zavet eksikatora 37 °C temperatiird) un fiksét ar liesmu.

Saja posma procediiru var partraukt, un hibridizaciju var turpinat nikamaja diena. Prieksmetstiklini jauzglaba
istabas temperattira sausa telpa, kura nav putek]u.

Hibridizacijas sagatavoSana un hibridizacija

Sagatavot lizocima $kidumu, kas satur 10 mg lizocima (Sigma L-6876) 10 ml buferskiduma (100 mM Tris-HC],
59 mM ADTA, pH 8,0). So skidumu var uzglabat, bet to drikst sasaldét un atkausét tikai vienu reizi. Katru paraugu
parklaj ar aptuveni 50 pl lizocima $kiduma un tur 10 min istabas temperatiira. Tad priekSmetstiklinus vienu reizi
iemérc demineralizéta Gideni un nosusina ar filtrpapiru.

Alternativi lizocima vieta katra iedobé parnes 50 ul 40-400 pg ml™ K proteniazes buferskiduma (20 mM Tris-
HCl, 2mM CaCl,, pH 7,4) un 37 °C temperattra inkubé 30 min.

Stinas dehidratét, secigi uz 1 min iemércot 50%, 80 % un 96 % etanola. PriekSmetstiklinus nozavé
prieksmetstiklinu stativa.

Sagatavot mitro inkubacijas kameru, izklajot hermétiska boksa apaksu ar salveti vai filtrpapiru, kas iemérkts 1x

7aveSanas skapi 55 °C temperatiira.

Sagatavot hibridizacijas $kidumu (7. papildinajums), katram priek$metstiklinam paredzot 45 pl, un 5 min turét
55 °C temperatiira.

Novietot priek$metstiklinus uz sildvirsmas 45 °C temperatiira un pievienot pa 10 pl hibridizacijas skiduma visos
4 iedobumos uz prieksmetstiklina.

lidz nakamajai dienai novietot tumsa ieprieks uzsildita mitruma kamera 55 °C temperatiira ZavéSanas skapi.

Sagatavot 3 varglazes, kuras ir 1 | ultratira ddens, 1 litru 1x hibridizacijas maisijuma (334 ml 3x hibridizacijas
maisijuma un 666 ml ultratira ddens) un 1 1 1/2x hibridizacijas maisijuma (167 ml 3x hibridizacijas maisijuma
un 833 ml ultratira Gidens). Tas sagatavot inkubacijai Gidens vanna 55 °C temperatiira.

No priek$metstikliniem nonemt segstiklinus un novietot prieksmetstiklinus stativa.

Noskalot licko parauga daudzumu, 15 min izturot varglazé ar 1x hibridizacijas maisijumu 55 °C temperatiira.
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5.2.10. levietot prieksmetstiklinu stativu 1/2 hibridizacijas maisijuma mazgasanas $kiduma un inkubét vél 15 min.

5.2.11. Uz isu bridi iemérkt priekSmetstiklinus ultratird Gdeni un novietot uz filtrpapira. Nosusinat lieko mitrumu, vir-
smu uzmanigi parsedzot ar filtrpapiru. Katra lodzina pievienot 5-10 pl krasojuma noturigumu sekméjosa
histologiska skiduma (pieméram, Vectashield, Vecta Laboratories, Kanada, ASV vai lidzvertiga $kiduma) un visu
prieksmetstiklinu nosegt ar lielo segstiklinu (24 x 60 mm).

5.3. FISH testa rezultatu nolasiSana

5.3.1.  Ar epifluorescences mikroskopu nekavéjoties prieksmetstiklinus imersijas e]la aplikot 630 vai 1 000 x palielina-
juma. Ar filtru, kas piemérots fluoresceina izotiocianatam (FITC), eubaktériju $tinas (tostarp izteiktakas gramne-
gativas $tnas) paraugd kraso fluorescéjosi zala krasa. Izmantojot tetrametilrodamina 5-izotiocianata filtru, Cy3
iekrasotas C. m. subsp. sepedonicus $tnas izskatas fluorescéjosi sarkanas. Salidzinat $inu morfologiju ar pozitivo
kontrolmaterialu morfologiju. Stinim jabiit spilgti luminisc&josam un pilniba iekrasotam. FISH tests (9.4. sadala)
jaatkarto, ja krasojumam ir novirze no normala. Lodzinus apskatit pa diviem diametriem, kas krustojas taisna
lenki, un pa perimetru. Attieciba uz paraugiem, kuri uzrada nelielu daudzumu $tnu, aplikot vismaz 40 mikro-
skopa laucinus.

5.3.2.  Parbaudit, vai priekSmetstiklinu testa lodzinos ir redzamas spilgtas fluorescéjosas $tinas ar C. m. subsp. sepedonicus
raksturigo morfologiju (sk. timekla vietné http://forum.curopa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluorescences

intensitatei jabiit tadai pasai ka pozitivajam kontroles celmam vai intensivakai. Stinas ar nepilnigu ickrasojumu vai
vaju fluorescenci netiek nemtas véra.

5.3.3.  Ja ir aizdomas par inficéSanos, tests jaatkarto. Tas var bit gadjjuma, ja visi attiecigas partijas prieksmetstiklini
uzrada inficétas $iinas sakara ar buferskiduma inficésanu vai ja inficétas $tinas tiek konstatétas uz segstiklina (ar-
pus priek$metstiklina lodziniem).

5.3.4.  Pastav vairakas FISH testam raksturigas problémas. Ekstraktos no kartupelu stolona pamatném un lakstu segmen-
tiem varétu rasties netipiskas morfologijas fluorescences stinu fona populacijas un nespecifiski reagéjosas sapro-
fitas baktérijas, kuru izmérs un morfologija ir lidzigi C. m. subsp. sepedonicus, tacu tas notiek daudz retak, neka
veicot IF testu.

5.3.5. Janem véra tikai fluorescéjosas $iinas ar tipisku morfologiju un raksturigo izméru, sk. 5.3.2. punktu.
5.3.6.  FISH testa rezultatu interpretéSana:

i)  derigus FISH testa rezultatus iegiist, ja visos pozitivajos kontrolparaugos, izmantojot FITC filtru, konstaté
kosi zalas fluorescgjosas Stnas ar C. m. subsp. sepedonicus raksturigo izméru un morfologiju un, izmantojot
rodamina filtru, konstaté sarkanas fluorescéjosas Stinas, un tas netiek konstatétas neviena negativaja kontrol-
testa. Ja ir atrastas spilgti fluorescéjoSas Stinas ar raksturigo morfologiju, noteikt raksturigo $tinu vidéjo skaitu
mikroskopa laucina un aprékinat raksturigo $tnu skaitu viena mililitra atkartoti suspendéta ekstrakta kon-
centrata (4. papildindjums). Paraugus, kuros konstaté ne mazak ki 5 x 10’ tipisko $iinu 1 ml atkartoti
suspendéta ekstrakta koncentrata, uzskata par potenciali inficétiem. NepiecieS$ama turpmaka testéSana. Parau-
gus, kuros konstaté mazak neka 5 x 10’ tipisko $iinu 1 ml atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata,
uzskata par neinficétiem;

ii) FISH testa rezultats ir negativs, ja, izmantojot rodamina filtru, netiek konstatétas kosi sarkanas fluorescéjo-
Sas Stinas ar C. m. subsp. sepedonicus raksturigo izméru un morfologiju, ar nosacjjumu, ka raksturigas kosi
sarkanas fluorescgjosas $iinas konstaté pozitivajos kontrolparaugos, izmantojot rodamina filtru.

6. PCR TESTS

Principi

Ja PCR testu izmanto ka galveno skrininga testu un ta rezultats ir pozitivs, ka otro obligato skrininga testu izmanto
IF testu. Ja PCR testu izmanto ka otro skrininga testu un ta rezultats ir pozitivs, lai noteiktu galigo diagnozi,
javeic turpmaka testéSana saskana ar parauga testéSanas shemu.

[zmantot S0 metodi ka galveno skrininga testu ieteicams tikai gadijumos, kad ir iegiita pieredze ta izmantosana.
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6.1.

6.1.a)

Piezime:

Ieprieksgjiem testiem péc §is metodes janodrogina reproducgjama 10° lidz 10* C. m. subsp. sepedonicus $tinu uz 1 ml noteiksana,
ja tas pievieno paraugu ekstraktiem, kas ieprieks uzradijusi negativus rezultatus. Var biit nepiecieSami optimizacijas eksperimenti,
lai visas laboratorijas panaktu maksimalo jutibu un specifiskumu.

Izmantot validétus PCR reagentus un protokolus. leteicams izvéléties metodi ar ieksgjo kontroli.

Veikt piemérotus piesardzibas pasakumus, lai izvairitos no parauga inficéSanas ar mérka DNS. PCR testu veic pieredz&jusi specia-
listi Ipasi tam paredzétas molekularas biologijas laboratorijas, lai samazinatu iespéjas paraugu inficét ar mérka DNS.

Negativie kontroltesti (DNS ekstrakcija un PCR) vienmér jaizmanto ka procediiras galigais paraugs, lai konstatétu,
vai ir notikusi DNS parnese.

PCR testa jaietver $adi negativie paraugi:

— ckstrakta paraugs, kas pirms tam uzradijis negativu rezultatu attieciba uz C.m. subsp. Sepedonicus klatbiitni,
— buferskiduma paraugi, kas izmantoti baktérijas un DNS ekstrahéSanai no parauga,

—  PCR reakcijas maisijums.

Jaieklauj $adi pozitivie kontrolparaugi:

— atkartoti suspendétu ekstraktu alikvotas, kuram pievienota C. m. subsp. sepedonicus (sagatavoSanu sk.
2. papildinjuma),

— o virulenta izolata iegfita idens suspensija ar 10° C. m. subsp. sepedonicus $iindm uz 1 ml (pieméram, NCPPB
2140 vai NCPPB 4053),

— ja iesp&jams,, izmantot ari DNS, kas iegiita no pozitivajiem kontrolparaugiem, veicot PCR testu.

Lai izvairTtos no iespgjamds inficesands, pozitivo kontrolparaugu sagatavosana telpiski janodala atseviski no testgjamajiem
paraugiem.

Paraugu ekstrakti iesp&jami jaattira no augsnes. Tadé] gadijumos, kad jaizmanto PCR protokols, ieteicams sagata-
vot ekstraktus no mazgatiem kartupeliem.

— =¥

DNS attiriSanas metodes
Izmantot pozitivos un negativos kontrolparaugus saskana ar aprakstu ieprieks.
Sagatavot kontroles materialu tapat ka paraugu(-us).

Sarezgitu paraugu substratu gadijuma mérka DNS attiriSanai ir pieejamas dazadas metodes, kas lauj atdalit PCR
inhibitorus, novérst citas fermentativas reakcijas un koncentrét mérka DNS parauga ekstrakta.

LietoSanai kopa ar valideto PCR metodi, kas aprakstita 6. papildinajuma, ir optimizéta $ada metode:

Pastrik (2000) metode.

1. Parnest 220 pl lizes buferskiduma (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) 1,5 ml
tilpuma mikromégené.

2. Pievienot 100 pl parauga ekstrakta un uz 10 min novietot sildisanas bloka vai idens vanna 95 °C temperatiira.
3. Mggeni 5 min turét ledi.

4. Pievienot 80 pl lizocima standartskiduma (50 mg lizocima uz 1 ml 10 mM Tris HCl, pH 8,0) un 30 min
turét 37 °C temperatiira.

5. Pievienot 220 pl Easy DNA® skiduma A (Invitrogen), labi samaisit un 30 min turét 65 °C temperatiira.
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6.1.b)

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6. Pievienot 100 pl Easy DNA® skiduma B (Invitrogen), riipigi samaisit ar vorteksu, lidz paraugs kliist viendabigi
viskozs.

7. Pievienot 500 pl hloroforma un maisit, lidz viskozitate samazinas un maisfjums klast viendabigs.

8. Centrifugét 20 min 4 °C temperatiira pie 15 000 g, lai atdalitu fazes un veidotu starpfazi.

9.  Parnest virs¢jo fazi tira mikromégené.

10. Pievienot 1 ml 100 % etanola (- 20 °C), isu bridi maisit vorteksa un izturét uz ledus 10 mindites.

11. Centrifugét 20 min 4 °C temperatiira pie 15 000 g un atdalit etanolu no ekstrakta koncentrata.

12. Pievienot 500 pl 80 % etanola (20 °C) un samaisit, mégeni apgriezot otradi.

13. Centrifugét 10 min 4 °C temperatiira pie 15 000 g, saglabat ekstrakta koncentratu un atdalit etanolu.
14. Laut ekstraktam izZ{it istabas temperatiira vai DNS vakuumzavétaja.

15. Atkartoti suspendét ekstrakta koncentratu 100 pl sterila ultratira iidens un atstat istabas temperatiira vismaz
uz 20 min.

16. Lidz izmantoSanai PCR glabat — 20 °C temperatira.

17. Centrifuggjot atdalit baltas nogulsnes, ja tadas ir, un PCR izmantot 5 pl virsgja slana, kas satur DNS.

Citas metodes

Citas DNS ekstrakcijas metodes (pieméram, Qiagen DNeasy Plant Kit) var izmantot ar nosacijumu, ka ir pieradita
to lidzvertiga efektivitite DNS attiri§ana no kontrolparaugiem, kas 1 ml satur 10° lidz 10* patogéno baktériju.

PCR

Sagatavot PCR testa un kontroles paraugus saskana ar validétu protokolu (6. papildinajums). Sagatavot vienu no
parauga iegtita DNS ekstrakta decimalatskaidijumu (1:10 ultratira ddeni).

Saskana ar publicéto protokolu (6. papildinajums) sagatavot atbilstosu PCR reakcijas maisijumu vidé, kura nevar
notikt inficéSanas. Validétais PCR protokols ir daudzkartéja reakcija, kas ietver ari PCR ieks¢jo kontroli.

Pievienot 5 pl DNS ekstrakta uz katriem 25 pl PCR reagenta sterilas PCR mégenés.

Sagatavot negativa kontroltesta paraugu, kas satur tikai PCR reakcijas maisijumu, un parauga vieta pievienot tas
pasas izcelsmes sterilu Gdeni, kas tika izmantots PCR maisijuma.

levietot mégenes taja pasa termokamera, ko izmantoja iepriekséjas parbaudés, un istenot optimizéto PCR pro-
grammu (6. papildinajums).

PCR produkta analize

Sadalit PCR amplikonus ar agarozes gela elektroforézi. To veic ar 5-8 V/cm, nemot vismaz 12 pl DNS pavairosa-
nas reakcijas maisijuma no katra parauga, kas sajaukts ar 3 pl parauga uznesanas buferskiduma (6. papildina-
jums) 2,0 % (m/v) agarozes gela tris-actetat-EDTA (TAE) buferskiduma (6. papildinajums). [zmantot atbilstosu DNS
markieri, pieméram, “100 bp ladder”.

Lai izceltu DNS joslas, 30-45 min tas krasot ar etidija bromidu (0,5 mg/l), ievérojot atbilstosus piesardzibas pasa-
kumus darbam ar So mutageno vielu.

PCR produktiem, kuru izmérs atbilst paredzétajam (6. papildinajums), izgaismot iekrasoto gelu ar isvilnu UV trans-
iluminatoru (pieméram, A = 302 nm), un ainu dokumentét.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.3.2.

Visiem no jauna konstatétajiem gadjjumiem salidzinat PCR amplikona autentiskumu, veicot fermentu restrikcijas
analizi atliku§ajam DNS pavairo$anas paraugam, optimala temperatiira optimalu laiku inkubgjot ar atbilstosu fer-
mentu un buferskidumu (sk. 6. papildinajumu). Identificét fragmentus, kas saskelti agarozes gela elektroforéze
péc ieprieks noraditas metodes, un izgaismot ar UV transiluminatoru fragmentu raksturigo izvietojumu péc res-
trikcijas ar fermentu un iekrasoanas ar etidija bromidu. Salidzinat pozitivas liecibas pirms saskel$anas un péc tas.

PCR testa rezultatu interpretacija

PCR testa rezultats ir negativs, ja C. m. subsp. sepedonicus raksturigais paredzama izméra PCR amplikons attieci-
gaja parauga netiek konstatéts, bet to konstaté visos pozitivajos kontroltestos daudzkartéjas PCR gadijuma ar
augiem raksturigiem iekséjas kontroles praimeriem: otrais paredzama izméra PCR produkts japavairo ar attiecigo
paraugu.

PCR testa rezultats ir pozitivs, ja tiek konstatéts ipasais C. m. subsp. sepedonicus paredzama izméra PCR amplikons
ar raksturigo izvietojumu péc restrikcijas (vajadzibas gadijuma), ar nosacijumu, ka tas nav iegits no kada no nega-
tivo kontroltestu paraugiem. Drosu pozitiva rezultata apstiprinajumu var iegt ari, atkartojot testu ar otru PCR
praimeru komplektu (9.3. sadala).

Piezime:
Var rasties aizdomas par PCR trauc&jumiem, ja paredzamais amplikons ir iegiits no pozitiva kontroltesta parauga, kas satur C. m.
subsp. sepedonicus Gideni, bet pozitivie kontroltesti ar C. m. subsp. sepedonicus kartupelu ekstrakta uzrada negativus rezultatus.

Daudzkartéjas PCR protokolos ar ieksgjiem PCR kontroltestiem uz reakcijas traucgjumiem norada tas, ka neviens no abiem ampli-
koniem netiek iegiits.

Aizdomas par inficéSanos var rasties, ja paredzamais amplikons ir ieglits no viena vai vairakiem negativajiem
kontroltestiem.

BIOPATOGENITATES TESTS

Piezime:

leprieksgjai orient&josai testéSanai péc §is metodes janodrosina reproducéjama noteiksana 10° lidz 10* C. m. subsp. sepedonicus
kolonijas veidojoso vienibu 1 ml, ja tas pievieno paraugu ekstraktiem, kas ieprieks uzradijusi negativus rezultatus (sagatavosanu
sk. 2. papildinajuma).

Visaugstaka noteik3anas jutiba sagaidama, izmantojot tikko sagatavotu paraugu ekstraktu un nodrosinot optima-
lus attistibas apstaklus. Tomér $o metodi var veiksmigi izmantot ari ekstraktiem, kas glabati — 68 lidz — 86 °C
temperatiira glicerina $kiduma.

Dazas baklazanu 3kirnes ir teicama selektiva barotne C. m. subsp. sepedonicus attistibai pat tad, ja nav simptomu,
ka ari nodrosina teicamu saimniekauga apstiprinajuma testu.

Lai samazinatu kladaini negativu testa rezultatu risku, attistibas apstakliem jabiit optimaliem.
Audzésana sikak aprakstita 8. papildindjuma.

Sadalit atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata visu atlikuso testa alikvotu, ka noradits 3.1.6. vai 3.2.5. punkta
baklazanu augiem, izmantojot vienu no turpmak aprakstitajam metodém (7.3. vai 7.4.). Izmantot tikai augus 2-3
lapu faze lidz bridim, kad pilnigi attistijusies tresa ista lapa. Lai nodrosinatu, ka atkartoti suspendétais ekstrakta
koncentrats tiek izmantots pilnigi un turpmak minétie inokulacijas procesi bitu efektivi, turpmak aprakstito pro-
cediiru izpildei nepiecie$ami paraugi, ko veido 15-25 baklazanu augi.

Baklazanu augus nelaistit 1 lidz 2 dienas pirms inokulacijas sakuma, lai samazinatu turgora spiedienu.
Inokulacija ar skelumu:

Pieturot augu ar diviem pirkstiem, uz stublaja, starp digllapam un pirmo lapu ar pipeti ievadit vienu pilienu
suspendéta ekstrakta koncentratu (apméram 5 lidz 10 pl).

Ar sterilu skalpeli izdarit aptuveni 1,0 cm garu un apméram 2/3 no stubldja diametra dzilu diagonalu griezumu,
griezienu sakot no punkta, kura ievadits ekstrakta koncentrata piliens.

Griezumu ciesi noslégt ar sterilu vazelinu no §lirces.
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7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

7.10.

Inokulacija ar §lirci:

Baklazanu stublajus inokulét uzreiz virs digllapam, izmantojot lirci ar adatu zemadas injekcijam (ne mazaku
par 23G). Sadalit ekstrakta koncentratu starp baklazanu augiem.

Pozitiviem kontroltestiem inokulét 5 augus ar idens suspensiju, kuras 1 ml satur 10° lidz 10® zinimas C. m.
subsp. sepedonicus kultiiras $tinas, un, ja iesp&ams, ar dabigi inficétu bumbulu audiem (sk. 4. sadalu), izmantojot
to pasu inokulacijas metodi (7.3. vai 7.4.).

Negativiem kontroltestiem 5 augus inokulé ar sterilu ekstrakta koncentrata $kidumu, izmantojot to pasu inoku-
lacijas metodi (7.3. vai 7.4.).

Karantinas apstaklos augus 18-24 °C temperattira inkubét 4 nedélas. Augi jainkubé pietickama apgaismojuma,
piemérota mitruma (70-80 %) un jalaista, lai novérstu tdens izsikSanu vai auga noviSanu tdens trikuma deél.
C. m. sepedonicus $iinas iet boja temperatira, kas parsniedz 30 °C, bet optimala attistibas temperatira ir 21 °C. Lai
nepielautu inficéSanos, pozitivo kontroltestu un negativo kontroltestu paraugus inkubét uz atseviskiem siltumni-
cas plauktiem vai audzéanas kameras, vai, ja nepietiek vietas, stingri nodalit apstrades materialus. Ja augi daza-
diem paraugiem jainkubé ciesi blakus, tie jaatdala ar atbilstosiem aizslietniem. Méslojot, laistot, parbaudot un
veicot citas darbibas, jabit piesardzigiem, lai neizraisitu savstarp&u inficéSanos. Ir loti svarigi, lai siltumnicas
nebitu kaitéklu, jo tie var parnest baktérijas no viena auga un citu.

Péc nedélas sakt simptomu regularu parbaudi. Saskaita, cik augiem ir raksturigie simptomi. C. m. subsp. sepedoni-
cus izraisa baklazanu lapu visanu, kas var sakties ka lenganums lapu malas vai starp lapas dzislam. Savitusiem
audiem sakotnéji var bat tumsi zala krasa vai plankumi, bet pirms atmirSanas tie klast balaki. Savitusi audi starp
lapas dzislam bieZi izskatas ka taukaini un it ka piepilditi ar tdeni. Atmirusiem audiem bieZi ir spozi dzeltena
robezlinija. Augi var pilniba neaiziet boja, jo ilgaks ir periods, kad neparadas slimibas pazimes, jo lielaka ir augu
izdzivosanas iespéja. Augi var izturét infekciju. Pret mikroorganismiem ienémigi jauni baklazanu augi ir daudz
jutigaki pret mazam C. m. subsp. sepedonicus populacijam neka vecaki augi, tadé| ir nepieciesams izmantot augus
3. lapas stadija vai tikko pirms tas.

ViSanu var izraisit arI citu baktériju vai séniSu populacijas, kas var biit bumbulu audu ekstrakta koncentrata. Tas
var bt Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora, subsp. carotovora un E. carotovora subsp. atroseptica, Erwinia chry-
santhemi, Phoma exigua var. foveata, ka ari plasas saprofito baktériju populacijas. Jo ipasi Erwinia chrysanthemi var
izraisit lapu simptomus un viti, kas ir loti lidziga C. m. sepedonicus simptomiem. Vieniga atskiriba ir stumbra mel-
néSana Erwinia chrysanthemi infekcijas gadijuma. Cita veida viSanu var atskirt no C. m. subsp. sepedonicus izraisitas
viSanas, ta ka veselas lapas vai pat veseli augi vist loti atri. Var sagatavot ari krasojumu péc Grama - Sis tests
atskirs C. m. subsp. sepedonicus no Erwinia spp.

Tiklidz baklazanu augiem ir vérojami simptomi, javeic atkartota izolacija, izmantojot $o augu savitusos lapu audus
un stublaja audus (par audu maceraciju sk. 3.1.3. sadalu). Dezinficét baklazanu lapu virsmas un stublajus, notirot
tos ar 70 % etanolu. Veikt baklazanu sulas IF testu vai PCR un izolét atbilstosa (selektiva) barotné (sk. 8. sadalu).
Var sagatavot arT krasojumu péc Grama (9. papildinajums). Identificét iesp&amas C. m. subsp. sepedonicus tirkul-
tiiras un apstiprinat patogenitati (sk. 9. un 10. sadalu).

Noteiktos apstaklos, jo pasi tad, ja audzésanas apstakli nav optimali, C. m. subsp. sepedonicus var saglabaties bakla-
zanu augos ka latenta infekcija pat péc 4 nedélu inkubacijas. Ja simptomi netiek novéroti péc 4 nedélam, javeic
IF/PCR tests apvienotam paraugam, kas sastav no 1 cm gariem stublaja posmiem, kuri no katra testa auga nemti
virs inokulacijas vietas. Ja testa rezultats ir pozitivs, péc procediiras, kas minéta 8. panta, javeic atkartota izolacija
piemérota (selektiva) barotné. Identificét iespgjamas C. m. subsp. sepedonicus tirkultfiras un apstiprinat patogenitati
(sk. 9. un 10. sadalu).

Biopatogenitates testa rezultatu interpreté$ana

Derigus biopatogenitates testa rezultatus iegist, ja pozitiva kontroltesta augiem konstaté tipiskus simptomus, no
Siem augiem baktérijas var izolét atkartoti, un negativajos kontroltestos simptomus nekonstate.

Biopatogenitates testa rezultati ir negativi, ja testa augi nav inficéti ar C. m. subsp. sepedonicus, ar nosacijumu, ka
C. m. subsp. sepedonicus tiek konstatéta pozitivajos kontroltestos.

Biopatogenitates testa rezultats ir pozitivs, ja augi ir inficéti ar C. m. subsp. sepedonicus.
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8.1.

8.2.

C. M. SUBSP. SEPEDONICUS IZOLESANA

Piezime:

Diagnozi var apstiprinat tikai tad, kad C. m. subsp. sepedonicus ir izoléts, péc tam identificéts (sk. 9. sadalu) un apstiprinats ar
patogenitates testu (10. sadala). Kaut gan C. m. subsp. sepedonicus ir izvéligs organisms, to var izdalit no audiem ar inficéSanas
pazimém.

Tomér to var nomakt saprofitas baktérijas, kas atri attistas, un tapéc tiesa izdaliSana no bumbulu vai stublaju
audu ekstrakta koncentrata (3.1.6. vai 3.2.5. sadala) ir sarezgita. Ar selektivu barotni un atbilstosu atkartoti suspen-

détu kartupelu stolona pamatnu vai stubldju ekstrakta koncentrata $kidumu ir iesp&jama tiea C. m. subsp. sepe-
donicus izoléSana.

Izolésanu veic visiem kartupelu bumbuliem vai stublaju segmentiem un baklazaniem, kuriem nav inficéSanas
pazimju, bet attieciba uz kuriem rezultats IF/PCR testam, izmantojot apvienoto paraugu (sk. 7.10. sadalu), bija
pozitivs. Baklazanu augu stublaju maceraciju, ja nepiecieSams, veic saskana ar aprakstu 3.1.3. sadala.

Pozitiviem kontroltestiem izmanto tadas suspensijas decimalatskaidijumus, kura ir 10° kolonijas veidojoso vie-
nibu C. m. subsp. sepedonicus mililitra (pieméram, NCPPB 4053 vai PD 406). Lai izvairitos no iesp&jamas inficésa-

nas, pozitivos kontroltestus pilniba nodala no paraugiem, kurus paredzéts testét.

Katrai tikko sagatavotai selektivas barotnes partijai pirms paredzétas paraugu testéSanas parbauda tas atbilstibu
patogéna attistibai.

Testét kontroles materialu tapat ka paraugu(-us).

Selektivie uzsejumi

Izmantojot 100 pl atkartoti suspendéta kartupelu ekstrakta koncentrata vai baklazanu sulas alikvotu, pagatavot
desmitkartigu atskaidijumu ekstrakta koncentrata buferskiduma (3. papildinajums).

Izolésana no neatskaidita kartupelu ekstrakta koncentrata parasti neizdodas, jo Cms ir loti jutiga attieciba uz augs-
anas veidu un konkurenci ar saprofitiem. Ta ka baktérijas inficétajos audos parasti tiek konstatétas liclas popula-

cijas, saprofitus var izkidinat saglabajot patogénus. Tapéc ir ieteicams no katra parauga 100 pl 1/100 lidz
1/10 000 atskaidijuma parnest uz MTNA barotnes vai NCP-88 barotnes (5. papildinajums) (izmantojot Petri trau-
kus ar diametru 90 mm, citiem trauku izmériem attiecigi pielago daudzumu), izmantojot stieniti (stikla stieni-
ti) un ar metodi, kas paredz parauga izlidzinasanu uz plates.

Piezime:

Alternativa iesp&ja ir 100 pl sakotnéja kartupelu ekstrakta koncentrata alikvotu izlidzinat uz pirmas agara plates ar stieniti, un tad
uz stieniSa esoso atlikumu noslaucit gar otro agara plati; visbeidzot to pasu atkartot gar treSo plati, tadgjadi ar stieniti uzsgjot
atskaidijumu.

Izturét plates tumsa 21-23 °C temperatiira.

Sakotnéja plasu parbaudg, tostarp salidzinot ar kontroltestu platém, péc tris dienam saskaita C. m. subsp. sepedo-
nicus lidzigas kolonijas, turpmako skaiti§anu veicot péc 5, 7 un beidzot péc 10 dienam.
Aizdomigo koloniju attiriSana

Piezime:

Uz YGM barotnes javeic C. m. subsp. sepedonicus lidzigo koloniju uzséjums nolika turpmak veikt baklazanu augu inokulaciju
unjvai identifikaciju; tas javeic, pirms plates ir paraugusas, t. i., péc 3-5 dienam.

Uzsét C. m. subsp. sepedonicus lidzigas kolonijas uz vienas no $adam barotném: (to sastavs noradits
5. papildinajuma):

barojoss dekstrozes agars (izmantojams tikai parsésanai),
rauga peptona glikozes agars,
barojoss rauga ckstrakta mineralsalu agars.

Inkubét 21-24 °C temperattra lidz 10 dienam.
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8.2.2.

8.2.3.

9.1.

C. m. subsp. sepedonicus ir 1eni augoss organisms, kas parasti 10 dienas veido niecigi mazas (ka adatas smaile)
krémkrasas kupolveidigas kolonijas. C. m. subsp. sepedonicus raksturigo koloniju fotoattéli atrodami Komisijas
timekla vietné: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

Parsésana tirkultiiru iegtiSanai

Augsanas atrums palielinas péc parséSanas. Tipiskas kolonijas ir krémbalta vai zilonkaula krasa, dazkart dzelte-
nas, noapalotas, gludas, paaugstinatas, ar izliektu kupolveidigu formu, glotaini skidras, ar veselam malam un para-
sti 1 [idz 3 mm diametra.

Parasta krasoSana péc Grama (9. papildinajums) var palidzét izvéléties kolonijas turpmakam parbaudém.

Identificét iesp&jamas kultdiras (sk. 9. sadalu) un veikt patogenitates testu (sk. 10. sadalu).

IDENTIFIKACIJA

Identificg iesp&jamas C. m. subsp. sepedonicus izolatu tirkultiiras, izmantojot vismaz divus no minétajiem testiem,
kas balstiti uz dazadiem biologiskajiem principiem.

Attieciga gadijuma ieklaut zinamus references celmus katram veiktajam testam.

Audzesanas barotnés un fermentativas identifikacijas testi

Noteikt turpmak noraditas fenotipiskas pazimes, kas pastavigi ir vai nav konstatéjamas C. m. subsp. sepedonicus
saskana ar metodém Lelliot un Stead (1987), Klement et.al. (1990), Schaad (2001), anonims aut. (1987).

Visas barotnes inkubé& 21 °C temperatiira un apskata péc se$am diendm. Ja augSana nenotiek, tas jainkubé lidz
20 dienam.

Visos testos jaieklauj C. m. subsp. sepedonicus kontroltests. Baribas vielu un fermentu identifikacijas testi javeic
attieciba uz inokulatu no partikas agara uzséjuma. Morfologiskie salidzinajumi javeic, izmantojot kultiras, kas
audzétas uz barojosa dekstrozes agara.

Testi Sagaidamais rezultats

Oksidacijas/fermentacijas (O/F) tests Inerta vai vaji oksidativa
Oksidazes aktivitate -

Pieaugums 37 °C temperatiira -

Ureazes izstrade -

Eskulina hidrolize +

Cietes hidrolize — vai vaji izteikta
Tolerance pret 7 % NaCl -

Indola tests -

Katalazes aktivitate +

H,S izstrade -

Citrata pateérins -

Zelatina saskidrinasana -

Skabe no glicerina -

Skabe no laktozes — vai vaji izteikta
Skabe no ramnozes -

Skabe no salicina -

Krasojums péc Grama (9. papildinajums) +
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

10.

10.1.

IF tests

o

Sagatavot suspensiju IF buferskiduma, kura ir aptuveni 10° @inas mililitra (3. papildinajums).
g pensy P pap )

b) Sagatavot atbilstosas antivielas divkarsu atskaidijumu sérijas.

(g)

) Veikt IF procediiru (4. sadala).

o

) IF testa rezultats ir pozitivs, ja kultiiras IF titrs ir vienads ar pozitiva kontroltesta titru.

PCR tests
a)  Sagatavot suspensiju ultratird fiden, kurd ir aptuveni 10° $iinas ml.

b) 100 pl sanu suspensijas slégtas mégenés termokamera vai verdosa tidens vanna 4 min karsé 100 °C tempe-
ratira. NepiecieSamibas gadijuma tikko sagatavota NaOH pievienosana 0,05 M galigajai koncentracijai var
palidzét $tnu lizei. Tad paraugus var glabat — 16 lidz — 24 °C temperatiird, [idz tie ir nepiecie$ami.

¢)  Veikt atbilstosas PCR procediiras, lai pavairotu C. m. subsp. sepedonicus raksturigos amplikonus (pieméram,
Pastrik, 2000; sk. 4. papildindjumu; Li un de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik un Rainey, 1999; Schaad et
al., 1999.

d)  C. m. subsp. sepedonicus identifikacija ir pozitiva, ja PCR amplikoniem ir tadi pasi restrikcijas fragmentu
garuma polimorfismi un amplikoni ir vienadi péc izméra ar pozitiva kontroltesta celmu.

FISH tests
a)  Sagatavot suspensiju ultratira fident kurd ir aptuveni 10° $finas ml.
b)  Veikt FISH procediru (5. sadala).

¢)  FISH testa rezultats ir pozitivs, ja uzséjuma un pozitiva kontroltesta reakcijas ir vienadas.

Taukskabju sastava profilésanas tests (FAP)
a)  Audzet kultiiru uz triptazes sojas agara (Oxoid) 72 stundas 21 °C temperatiira (+ 1 °C).
b) Izmantot atbilstosu FAP procediru (Janse, 1991; Stead, 1992).

¢)  FAP testa rezultats ir pozitivs, ja iesp&jamas kultiiras profils ir vienads ar pozitiva kontroltesta profilu. Tauk-
skabes 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0 un 17:0 Anteiso ir raksturigas C. m. sepedonicus.
Citam gintim piederigam baktérijam, pieméram, Curtobacterium, Arthrobacter un Micrococcus, ar ir dazas no
§im taukskabém, bet 15:1 Anteiso A ir reta skabe $ajas baktérijas; ta ir visas Clavibacter spp. robezas no 1 %
lidz 5 %. C. m. sepedonicus baktérijas $is daudzums parasti ir aptuveni 5 %.

BOX-PCR
a)  Sagatavot suspensiju ultratira @ideni, kura ir aptuveni 10° $iinas ml.

b)  Veikt testu saskana ar procediiru (Smith et al., 2001).

APSTIPRINAJUMA TESTS

Patogenitates tests javeic, lai galigi apstiprinatu C. m. subsp. sepedonicus diagnozi un apstiprinatu kultiru virulenci,
kas identificétas ka C. m. subsp. sepedonicus.

No testdjama izolata 3 dienu uzséjuma sagatavot inokulatu, kura ir aptuveni 10° $iinas ml, un sagatavot pozitiva
kontroltesta C. m. subsp. sepedonicus celmu.
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10.2.  Inokulét 5-10 jaunu baklazanu séklaudzu stublajus 3 lapu fazé (7.3. vai 7.4. sadala).

10.3.  Inkubét 18-24 °C temperatiira pictickama apgaismojuma, augsta relativaja mitruma un laistit, lai novérstu tdens
izsik§anu vai auga novisanu tdens trikuma dé] (7.7. sadala). TirkultGiram raksturigo viti novéro 2 nedélu laika,
ta¢u augus, kuriem nav inficéSanas pazimju péc minéta laika (sk. 7.8. sadalu), turpina audzét lidz 3 nedélu peri-
oda sasniegSanai tada temperatira, kas veicina baklazanu augu attistibu, bet nav augstaka par 25 °C (8. papildi-
najums). Ja péc 3 nedélam nav inficéSanas pazimju, kultiru nevar apstiprinat ka C. m. subsp. sepedonicus patogéno
formu.

10.4.  Augiem ar inficésanas pazimém izolét stumbra dalu, ko izgriez 2 cm virs inokulacijas vietas. Sasmalcinat un
suspendét neliela daudzuma sterila destiléta idens vai 50 mM fosfata buferskiduma (3. papildinajums). Izolét no
suspensijas uzklajot vai uzsgjot atskaidijumu uz MTNA vai YPGA (5. papildinajums), 3-5 dienas inkubét 21-23 °C
temperatfira un novérot C. m. subsp. sepedonicus tipisko koloniju veidosanos.

1. papildinajums

Laboratorijas, kas piedalas protokolu optimizacijas un validacijas procesa

Laboratorija () Atrasanas vieta Valsts
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Vine un Linca Austrija
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgija
Plantedirektoratet Lyngby Danija
Central Science Laboratory Jorka Anglija
Scottish Agricultural Science Agenncy Edinburga Skotija
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Francija
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Francija
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Vacija
Pflanzenschutzamt Hannover Hannovere Vacija
State Laboratory Dublina Irija
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Niderlande
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Aas Norvégija
Centre
Direccdo-Geral de Protecgdo das Culturas Lisabona Portugale
Nacionalni institut za biologijo Lublana Slovénija
Centro de Diagndstico de Aldearrubia Salamanka Spanija

(") Zinatniekus kontaktpersonas sk. timekla vietné http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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2. papildinajums
Pozitivo un negativo kontroltestu sagatavoSana svarigakajiem skrininga testiem PCR/IF un FISH

Sagatavot C. m. subsp. sepedonicus virulenta celma 72 stundu uzs&jumu [NCPPB 4053 vai PD 406] uz MTNA barotnes un
suspendét 10 mM fosfatskiduma, lai iegiitu $tinu koncentraciju aptuveni 1 lidz 2 x 10® kolonijas veidojo3o vienibu 1 ml.
Ta parasti ir viegli dulkaina suspensija ar optisko blivumu 0,20 pie 600 nm.

Atdalit stolona pamatnes vadaudu gabalus 200 kartupelu bumbuliem no $kirnes ar baltu mizu, par kuriem zinams, ka tie
ir brivi no C. m. subsp. sepedonicus.

Apstradat stolona pamatnes ka parasti un atkartoti suspendét ekstrakta koncentratu 10 ml.

Sagatavot 10 sterilas 1,5 ml tilpuma mikromégenes ar 900 pl atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata.
Parnest 100 pl C. m. subsp. sepedonicus suspensijas pirmaja mikromégené. Homogenizét, izmantojot vorteksu.
Sagatavot decimalatskaidijumus nakamajas piecas mikromégenés.

Sesas inficétas mikromégenes tiks izmantotas ki pozitivie kontrolparaugi. Cetras neinficétas mikromégenes tiks izmanto-
tas ka negativie kontrolparaugi. Mikromégenes attiecigi markeét.

Sagatavot 100 pl alikvotas 1,5 ml tilpuma mikromeégenés, tadéjadi iegiistot 9 katra kontrolparauga dublikatus. Lidz izman-
toSanai glabat — 16 lidz — 24 °C temperatiira.

C. m. subsp. sepedonicus klatbtitne un daudzums kontrolparaugos vispirms jaapstiprina ar IF testu.
PCR testam veikt DNS ekstrakciju no pozitivajiem un negativajiem kontrolparaugiem katra testa paraugu sérija.
IF un FISH testam veikt pozitivo un negativo kontrolparaugu testéSanu katra testa paraugu sérija.

IF, FISH un PCR testiem minimalajai C. m. subsp. sepedonicus noteiksanas jutibai pozitivaja kontrolé ir jabat 10° un 10*
$tnas/ml, un tas netiek atrastas neviena negativaja kontrolparauga.
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3. papildingjums

Buferskidumi testu procediiram

VISPARIGL: Sterilus buferskidumus neatvérta veida var glabat ne ilgak ka vienu gadu.

1.1.

1.2.

2.1.

Ekstrakcijas procediras buferskidumi

Ekstrakcijas buferskidumi (50 mM fosfata buferskidums, pH 7,0)

So buferskidumu izmanto baktériju ekstrakcijai no augu audiem ar homogenizacijas vai krati§anas metodi.

Na,HPO, (bez Gdens) 4,26¢
KH,PO, 272¢
Destiléts Gidens 1,001

1z8kidinat sastavdalas, parbaudit pH un 15 min sterilizét autoklava 121 °C temperatiira.

Papildu komponentus var lietot $adi:

Merkis Daudzums (uz 1)
Lubrola parslas Deflokulants (') 05g
DC silikona pretputu lidzeklis Pretputosanas lidzeklis () 1,0 ml
Tetranatrija pirofosfats Antioksidants 10¢g
Polivinilpirolidons-40 000 (PVP - 40) PCR inhibitoru saisti$nai 50g

() Izmantosanai ar homogenizacijas ekstrakcijas metodi.

Nogulsnu buferskidumi (10 mM fosfata buferskidums, pH 7,2)

So buferskidumu izmanto, lai atkartoti suspendétu un atskaiditu ekstraktu no kartupelu bumbulu stolona pamatnes

gabaliem, kas koncentréts ar centrifugéSanas metodi.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Destiléts tidens 1,001

Izskidinat sastavdalas, parbaudit pH un 15 min sterilizét autoklava 121 °C temperatira.

IF testa buferskidumi

IF buferskidums (10 mM fosfatbuferéts natrija hlorida fiziologiskais skidums, (PBS) pH 7,2)

So buferskidumu izmanto antivielu atskaidisanai.

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

1z8kidinat sastavdalas, parbaudit pH un 15 min sterilizét autoklava 121 °C temperatiira.
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2.2. IF-Tween buferskidums
So buferskidumu izmanto priek$metstiklinu mazgasanai.
Pievienot IF buferskidumam 0,1 % Tween 20.

2.3. Fosfatbuferets glicerins, pH 7,6.

So buferskidumu izmanto ka histologisko $kidrumu, ko uznes IF priekimetstiklina lodziniem, lai pastiprinatu

fluorescenci.

Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0 015g
Glicerins 50 ml
Destiléts idens 100 ml

Pret izbaléSanu noturigi histologiskie skidrumi ir nopérkami gatavi, pieméram, Vectashield® (Vector Laboratories) vai
Citifluor® (Leica).

4. papildinajums

Inficésanas limena noteiksSana ar IF un FISH testu

1. Saskaitit raksturigi fluorescgjoso $inu vidéjo skaitu viena lauka (c).

2. Aprekinat raksturigi fluorescjoso $iinu skaitu viena mikroskopa lodzina (C).

C=cxS§[s
kura S = daudzlodzinu pricksmetstiklina viena lodzina virsmas laukums un
s = objektiva redzes lauka virsmas platiba.
s = mi?[4GK? kur i = lauka koeficients (atkariba no okulara tipa tas var biit robezas no 8-24),

K = mégenes koeficients (1 vai 1,25),

G = objektiva palielinajums (100x, 40x u. c.).

3. Aprékinat raksturigo fluorescéjoso $tinu skaitu viena mililitra atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata (N).

N=Cx1000fyxF

kur y = atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata daudzums katra lodzina un

atkartoti suspendéta ekstrakta koncentrata atskaidijuma pakape.
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5. papildindjums

Barotne C. m. subsp. sepedonicus izolicijai un audzésanai

a) Vispargjas augsanas barotnes

Barojoss agars (NA)

Barojoss agars (Difco) 230¢g

Destiléts tidens 1,01

[z8kidinat sastavdalas un 15 min sterilizét autoklava 121 °C temperattira.

Barojoss dekstrozes agars (NDA)

Difco bacto Barojoss agars, kas satur 1 % D(+) glikozes (monohidrata). Sterilizét 20 min autoklava 115 °C temperatiira.

Rauga peptona glikozes agars (YPGA)

Rauga ekstrakts (Difco) 50¢g
Baktopeptons (Difco) 50¢g
D(+)-glikoze (monohidrats) 10,0 g
Baktoagars (Difco) 150¢
Destiléts tidens 1,01

Iz8kidinat sastavdalas un 15 min sterilizét autoklava 121 °C temperattira.

Rauga ekstrakta mineralsalu barotne (YGM)

Bakto rauga ekstrakts (Difco) 20¢g
D(+) Glikoze (monohidrats) 25¢

K,HPO, 025
KH,PO, 025g
MgSO,.7H,0 01g
MnSO,. H,0 0,015¢
NaCl 0,05g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Baktoagars (Difco) 18¢
Destiléts tidens 1,01

Izskidinat sastavdalas un devas pa 0,5 | sterilizét 20 min autoklava 115 °C temperatiira.

b) Validetas selektivas augsanas barotnes

MTNA barotne

Ja nav noradits citadi, visi barotnes komponenti ir no BDH.
Rauga ekstrakts (Difco) 20¢g

Mannits 25g

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

1zskidinat sastavdalas, lidzsvarot pH lidz 7,2. Péc sterilizéSanas autoklava (15 min 121 °C temperatiird) un atdziSanas
lidz 50 °C pievienot antibiotikas: trimetroprimu 0,06 g, nalidiksinskabi 0,002 g, amfotericinu B 0,01 g.

Antibiotiku rezerves skidumi: trimetroprims (Sigma) un nalidiksinskabe (Sigma) (abi 5 mg/ml), 96 % metanola, amfo-
tericins B (Sigma) (1 mg/ml) dimetilsulfoksida. Standartskidumus sterilizé filtrgjot.

Piezime:

Pamatbarotnes deriguma termins ir 3 ménesi. Péc antibiotiku pievienoSanas deriguma termins ir 1 ménesis, ja to uzglaba atdzesétu.

NCP-88 barotne

Barojoss agars (Difco) 23g
Rauga ekstrakts (Difco) 2¢g
D-mannits 5¢
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgSO,,.7H,0 025¢g
Destiléts tidens 1,01

Izskidinat sastavdalas, noregulét pH lidz 7,2. Péc sterilizéSanas autoklava un atdzeséSanas lidz 50 °C pievienot 3adas
antibiotikas: polimiksina B sulfatu (Sigma) 0,003 g, nalidiksinskabi (Sigma) 0,008 g, cikloheksimidu (Sigma) 0,2 g.

Iz8kidinat antibiotikas rezerves skidumos $ada veida: nalidiksinskabi 0,01 M NaOH, cikloheksimidu 50 % etanola, poli-
miksina B sulfatu destileta Gideni. Rezerves skidumus sterilizé filtréjot.

Piezime:

Pamatbarotnes deriguma termins ir 3 ménesi. Péc antibiotiku pievienosanas deriguma termins ir 1 ménesis, ja to uzglaba atdzesétu.
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6. papildinajums

Validéts PCR protokols un reagenti

Piezime:

Obligata ir prasiba par to, lai ieprieksgjo testu reproducéjama noteikSanas jutiba biitu vismaz 10° lidz 10* C. m. sepedonicus Siinas mililitra
parauga ekstrakta.

Tapat arT ieprieksgjie testi nedrikst uzradit nevienu $kietami pozitivu rezultatu attieciba uz izvéléto baktériju celmiem

1.1.

1.2.

1.3.

Multiplas PCR protokols ar ieks&jo PCR kontroli (Pastrik, 2000)

Oligonukleatidu praimeri

AugSupejosais praimers PSA-1 5'- ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’

Augsupejosais praimers PSA-R 5'- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’

AugSupejosais praimers PNS-7-F ~ 5’- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’

Lejupejosais praimers PNS-8-R 5'- tcc gea ggt tca cct acg ga -3’

Paredzamais amplikona izmérs no C. m. subsp. sepedonicus DNS matricas — 502 bp (PSA-Oligonukleotidu paris).

Paredzamais amplikona izmérs no 18S rRNA iekséjas PCR kontroles — 377 bp (NS Oligonukleotidu paris).

PCR reakcijas maisijums

Reagents Reagenta daudzums Galiga koncentracija
Sterils ultratirs Gdens 15,725 ul
10x PCR buferskidums (') (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (V frakcija) (10 %) 0,25 pl 0,1%
ANTP maisijums (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Praimers PSA-1 (10 uM) 0,5 ul 0,2 pM
Praimers PSA-R (10 pM) 0,5 ul 0,2 uM
Praimers NS-7-F (10 uM) (?) 0,1yl 0,04 uM
Praimers NS-8-R (10 pM) (?) 0,1yl 0,04 M
Tagq polimeraze (5 U/ul) () 0,2 pl 1,0U
Parauga tilpums 5,0 ul

Kopgjais tilpums: 25,0 ul

(") Metodes validétas, izmantojot Taq polimerazi no Perkin Elmer (AmpliTaq vai Gold) un Gibco BRL.

(3) NS-7 F un NS-8-R ologonukleotidu praimera koncentracija tika optimizéta kartupelu stolona gabalu ekstrakcijai, izmantojot
homogenizacijas metodi un DNS attiriSanu péc Pastrik (2000) metodes (sk. 6.1.a) un 6.2. sadalu). Reagentu koncentracijas atkar-
tota optimizacija ir nepiecieSama, ja izmanto ekstrakciju ar kratisanas metodi vai citu DNS izolacijas metodi.

PCR reakcijas apstakli

Veikt $adu programmu:

1 cikls i) 3 mindtes 95 °C temperatfira (DNS matricas denaturésana)
10 cikli ii) 1 mindti 95 °C temperatiira (DNS matricas denaturésana)
iii) 1 mindti 64 °C temperatiira (praimeru hibridizacija)

iv) 1 mindti 72 °C temperatiira (kopijas sintéze)
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1.4.

2.1.

2.2.

25 cikli v) 30 sekundes 95 °C temperatiira (DNS matricas denaturéSana)
vi) 30 sekundes 62 °C temperatiira (praimeru kusana)
vii) 1 mindti 72 °C temperatiira (kopijas sintéze)

1 cikls viii) 5 minites 72 °C temperatiird (fragmentu galu aizpildiSana)
ix) uzglabat 4 °C temperatiira

Piezime:

$i programma ir optimizéta izmantosanai ar MJ Research PTC 200 termisko ciklu kameru. Izmantojot citiem modeliem, iesp&jams, ka
jamaina ii), iii), iv), v), vi) un vii) ciklu ilguma solis.

Amplikona restriktazes analize

No C. m. subsp. sepedonicus DNS pavairotie PCR produkti veido atskirigu restrikcijas fragmentu garuma polimor-
fismu ar fermentu Bgl Il p&c 30 min ilgas inkubacijas 37 °C temperatiira. No C. m. subsp. sepedonicus iegiito restrik-
cijas fragmentu raksturigais izmeérs ir 282 bp un 220 bp.

Parauga uzneSanas buferskiduma pagatavosana

Bromfenolzilais (10 % rezerves Skidums)

Bromfenolzilais 5¢

Bidestiléts tidens 50 ml

Parauga uzneSanas buferskidums

Glicerins (86 %) 3,5 ml
Bromfenolzilais (5.1.) 300 pl
Bidestiléts tidens 6,2 ml

10X tris-acetat-EDTA (TAE) buferskidums, pH 8,0

Tris buferskidums 48,4 ¢
Ledus etikskabe 11,42 ml
EDTA (dinatrija sals) 372¢g
Destiléts tidens 1,001

Pirms lietoSanas atskaidit 1X.

Pieejams ari tirdznieciba (pieméram, Invitrogen vai lidzvertigs).
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1.

7. papildindjums

Validétie FISH testa reagenti

Oligozondes

Cms raksturiga zonde CMS-CY3-01: 5'- ttg cgg ggc gca cat ctc tgc acg -3’
Nespecifisko eubaktériju zonde EUR-338-FITC: 5~ gct gec tec cgt agg agt-3’

Fiksg&josais skidums

[UZMANIBU! FIKSEJOSAIS SKIDUMS SATUR PARAFORMALDEHIDU, KAS IR TOKSISKS. LIETOT CIMDUS UN
NEIEELPOT. IETEICAMS STRADAT VELKMES SKAPL]

i)  Lidz aptuveni 60 °C uzsildit 9 ml molekularas tiribas klases Gidens (pieméram, ultratiru Gdeni (UPW)) un pievie-
not 0,4 g paraformaldehida. Paraformaldehidu izskidina, pievienojot 5 pilienus 1N NaOH un maisot ar magnéti-

sko maisitaju.

ii)  Noregulét pH lidz 7,0, pievienojot 0,1 M fosfata buferskiduma (PB, pH 7,0) un 5 pilienus IN HCl. Parbaudit pH
ar indikatorpapiru, ja nepiecieSams korig€, izmantojot HCl vai NaOH.

[UZMANIBU! NEIZMANTOT PH-METRU SKIDUMOS, KAS SATUR PARAFORMALDEHIDU.]

ili)  Filtret $kidumu caur 0,22 pm membranfiltru un sargat no putekliem, turét 4 °C temperatiira lidz turpmakai
izmanto$anai.

iv)  Piezime:
Alternativs fiks¢josais kidums: 96 % etanols.
3X hibridizacijas maisijums
NaCl 2,7 M

Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)

EDTA (sterilizéts ar filtréSanu un autoklavéts) 15 mM
Ja nepiecieSams, atskaidit 1X.
Hibridizacijas $kidums

1X hibridizacijas skidums

Natrija dodecilsulfats (SDS) 0,01 %
Zonde EUB 338 5 ng/ul
Zonde CMSCY301 5 ngful

Sagatavot hibridizacijas $kiduma daudzumus saskana ar 1. tabulu. Katram priekSmetstiklinam (kas satur 2 dazadus
paraugus un to dublikatus) nepieciesami 90 pl hibridizacijas $kiduma.

Tabula. leteicamie daudzumi hibridizacijas maisijuma pagatavosanai

2 priek$metstiklini 8 pricksmetstiklini
Sterils ultratirs @idens 50,1 200,4
3x hibridizacijas maisijums 30,0 120,0
1% SDS 0,9 3,6
Zonde EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Zonde CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Kopgjais tilpums (ul) 90,0 360,0

N.B. Skidumi, kas satur gaismjutigas oligozondes, jaglaba tumsa - 20 °C temperatiira. Sargat no tiesiem saules stariem vai elektriska
apgaismojuma to izmantosanas laika.
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5. 0,1M fosfata buferskidums, pH 7,0

Na,HPO, 8,52 g
KH,PO, 5449
Destiléts tidens 1,001

[z3kidinat sastavdalas, parbaudit pH un 15 min sterilizét autoklava 121 °C temperatiira.

8. papildinajums
Baklazanu kultiira

lesét baklazanu (Solanum melongena) séklas pasterizéta seklaudzésanas komposta. Parstadit stadus ar pilniba izplaukusam
digllapam (10 lidz 14 dienas) pasterizéta komposta.

Baklazana augus audze siltumnica ar $adiem vides apstakliem:

dienas ilgums 14 stundas vai dabigs dienas garums, ja ilgaks;
temperatiira diena 21 lidz 24 °C;
nakti 15 °C.

Piemérotas baklazanu augu $kirnes: Black Beauty,
Long Tom,
Rima,

Balsas.

Piegadataji: sk. timekla vietné http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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9. papildinajums

Procediira krasoSanai péc Grama (Hucker modifikacija) (Doetsch, 1981) (?)

Kristalvioleta skidums

Izskidinat 2 g kristalvioleta 20 mililitros 95 % etanola.

Izskidinat 0,8 g amonija oksalata 80 ml destiléta tidens.

Sos abus skidumus sajaukt.

Lugola joda skidums

Jods 1g
Kalija jodids 2g
Destiléts tidens 300 ml

Cietvielu sastavdalas sajaukt piestala ar piestu. Pievienot Gdeni un slégta trauka maisit, lai izkistu.

Safranina Skidums

Rezerves $kidums:

Safranins O 25¢
95 % etanols 100 ml

Samaisit un uzglabat.

Darba $kidumu iegtst, atskaidot 1:10.

Krasosana

1. Sagatavot uztriepes, laut tam izzit un termiski fiksét.

2. Priek$metstiklinu uz vienu minati parklat ar kristalvioleta skidumu.

3. Atri noskalot iidensvada @ident.

4. Uz 1 min parklat ar Lugola joda skidumu.

5. Skalot tdensvada tideni un nosusinat.

6. Atkrasot ar 95 % etanolu, pievienojot pa pilieniem lidz nemainigai krasai, vai 30 s turot etilspirta un uzmanigi maisot.
7. Skalot Gidensvada tideni un nosusinat.

8. Uz 10 s parklat ar safranina skidumu.

9.  Skalot tidensvada Gideni un nosusinat.

Grampozitivo baktériju reakcija ir violeti zils krasojums. Gramnegativo baktériju reakcija ir rozigi sarkans krasojums.

(') Var izmantot ari nopérkamus gatavus $kidumus un krasosanas komplektus.
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II PIELIKUMS

Visos iesp&jamas organisma klatbitnes gadijumos, kas identificéti ar I pielikuma aprakstitajam skrininga testu meto-
dém, lidz iegiito rezultatu galigai apstiprinasanai vai noraidisanai jakonservé un attiecigi jasaglaba:

—  visi paraugiem nemtie bumbuli un, ja iesp&jams, visi augi, no kuriem nemti paraugi,

— visi ekstraktu atlikumi un skrininga testiem papildus sagatavotie materiali, pieméram, imunofluorescences
prieksmetstiklini,

un

—  visa attieciga dokumentacija

lidz minéto procediiru pabeigsanai.

Ja bumbulus saglaba, vajadzibas gadijuma ir iesp&jams veikt papildu parbaudi.

Ja ir pozitivi apstiprinata $a organisma klatbiitne, jakonservé un attiecigi jasaglaba:

— 1. punkta minétie materiali,
un

— inficéta baklazanu materiala paraugs, kas inokuléts ar bumbulu vai augu ekstraktu,
un

— no organisma izoléta kulttra,

lidz pagajis vismaz viens ménesis péc pazinojuma, kas veikts saskana ar 5. panta 2. punktu.
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III PIELIKUMS

Lai noteiktu iespéjamas inficéSanas apjomu saskana ar 5. panta 1. punkta b) apakspunktu, nem véra $adus faktorus:

bumbulus vai augus, kas audzéti tada razoSanas vieta, kas noteikta ka inficéta saskana ar 5. panta 1. punkta
a) apakspunktu,

razoanas vietu(-as), kas kada raZoSanas procesa sakara saistitas ar bumbuliem vai augiem, kuri noteikti ka infi-
ceti saskana ar 5. panta 1. punkta a) apakSpunktu, tostarp tas, kuras kopigi izmanto raZosanas aprikojumu un
iekartas tiesi, vai ar kopiga apakSuznémeéja starpniecibu,

razo$anas vieta(-as) taja laika posma, kad tie bumbuli vai augi, kuri noteikti ka inficéti saskana ar 5. panta
1. punkta a) apak$punktu, atradas pirmaja ievilkuma minétaja razoSanas vieta,

zemesgabali un telpas, kuras veic darbibas ar kartupeliem no ieprieksgjos ievilkumos minétajam razoSanas vietam,

jebkuras iekartas, transportlidzeklus, traukus, glabatavas vai to vienibas un jebkurus citus prieksmetus, tostarp
arl iepakojuma materialu, kas varéja nonakt saskaré ar bumbuliem vai augiem, kuri noteikti ka inficéti saskana
ar 5. panta 1. punkta a) apakspunktu,

vai priekSmetiem pirms $adu telpu un priek$metu tiriSanas un dezinfekcijas,

saskana ar 6. pantu veiktas testéSanas rezultata tos bumbulus vai augus, kuriem ir vertikala vai horizontala klonu
radnieciba ar tiem bumbuliem un augiem, kas ir noteikti ka inficéti saskana ar 5. panta 1. punkta a) apaks-
punktu, un attieciba uz kuriem, lai gan veikta attieciga organisma testa rezultats bijis negativs, ir iespéjama infi-
cedanas klonu radniecibas rezultata, lai parbauditu inficéto un klonu radnieciba saistito bumbulu un augu
identitati, var veikt papildu testus,

un

Lai noteiktu iespéjamas infekcijas izplatisanas apjomu saskana ar 5. panta 1. punkta c) apakspunktu, nem véra sadus
faktorus:

attalumu lidz citam razoSanas vietam, kuras audzé kartupelus vai citus saimniekaugus,

kopgju seklas kartupelu krajumu audzé$anu un izmantosanu.

Saskana ar 5. panta 2. punktu paredzétais pazinojums jasniedz $adi:

nekavéjoties péc tam, kas organisma klatbiitne ir apstiprinajusies laboratorijas testu rezultata, izmantojot meto-
des, kas minétas I pielikuma; taja obligati janorada:

— kartupelu partijas skirnes nosaukums,
—  kartupelu veids (partikas, séklas, u. c.) un, ja nepiecieSams, séklas kartupelu kategorija,

ja pastav inficéSanas risks attieciba uz kartupeliem, ko ieved no citas dalibvalsts vai dalibvalstim, izved uz citu
dalibvalsti vai dalibvalstim, ta dalibvalsts, kura ir apstiprinats konkrétais gadijums, nekavéjoties sniedz attieciga-
jai dalibvalstij vai dalibvalstim 3adu informaciju, kas vajadziga, lai izpilditu 5. panta 3. punkta prasibas, t. i.:

— kartupelu partijas kirnes nosaukums,
— nosititdja un sanéméja vards/nosaukums un adrese,

— kartupelu partijas piegades datums,
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— piegadatas kartupelu partijas lielums,

— vajadzibas gadijuma japievieno augu pases kopija vai vismaz augu pases numurs, ja tas nepiecieSams, vai
razotdja vai tirgotaja registracijas numurs, ja tas nepieciesams, un piegades apliecibas kopija.

Komisijai nekavéjoties pazino par $adas informacijas sniegsanu tad:
— kad ir pabeigti visi izmekl&jumi, un attieciba uz katru gadijumu norada:
— inficéSanas apstiprinasanas datumu,

— Tsu aprakstu izmekleSanai, kas veikta, lai identificétu inficéSanas avotu un iesp&amo infekcijas izplatisanos,
noradot arT to, kada apméra veikta paraugu nemsana,

— informaciju par identificétajiem vai iesp&jamiem inficéSanas avotiem,

— noteiktas inficéSanas siku aprakstu, tostarp raZo3anas vietu skaitu un kartupelu partiju skaitu ar kirnes
noradi, un séklas kartupeliem to kategoriju,

— norobeZotas zonas siku aprakstu, tostarp to razoSanas vietu skaitu, kuras nav atzitas par inficétam, bet ir
ieklautas attiecigaja zona,

—  pargjo informaciju par apstiprinato infekcijas uzliesmojumu, ko varétu pieprasit Komisija.
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IV PIELIKUMS

7. panta 1. punkta paredzétie oficiali kontrolétie pasakumi ir 3adi:

— izmanto$ana lopbariba péc termiskas apstrades ta, lai novérstu risku, ka organisms varétu izdzivot,

vai

— iznicinasana oficidli apstiprinata ipasa atkritumu iznicinasanas vieta, kur nepastav nosakams risks patogéna
noklasanai vidé, pieméram, iesticoties lauksaimniecibas zemé,

vai

— sadedzinasana,

vai

— ripnieciskas parstrades izmanto$ana, tiesi un tdlit tos piegadajot parstrades ripnica ar atbilsto$am atkritumu
iznicina$anas iekartam, attieciba uz ko ir noteikts, ka nav konkréti nosakams 3a organisma izplatisanas risks, un

vismaz ar izbrauco3o transporta lidzeklu tiri§anas un dezinfekcijas sistému,

vai

— citi pasakumi, ja ir konstatéts, ka tie nerada nosakamu organisma izplatiSanas risku; par Siem pasakumiem un to
pamatojums japazino Komisijai un par¢jam dalibvalstim.

Visus atlikuos atkritumus, kas ir saistiti ar iepriek§ minétajam iesp&jam un no tam izriet, iznicina ar oficiali apstipri-
natiem panémieniem saskana ar §is direktivas V pielikumu.

KartupeJu bumbuliem vai lakstiem, kuri noteikti par iespéjami inficétiem saskana ar 5. panta 1. punkta b) apaks-
punktu, ir piemérotas Se turpmak noraditas izmanto$anas vai iznicinasanas iespéjas, kas minétas 7. panta 2. punkta
un kas ir jaisteno attiecigo dalibvalstu atbildigo valsts struktiiru kontrolg, atbildigajam valsts struktiiram sava starpa
atbilstigi sazinoties, lai visos gadijumos nodro$inatu kontroli un iegiitu tas dalibvalsts valsts struktiiras apstiprina-
jumu, kura kartupelus paredzéts iesainot vai parstradat, atsaucoties uz pirmaja un otraja ievilkuma minétajam atkri-
tumu iznicinasanas iekartam:

—  patérinam paredzéti precu kartupeli, kas iepakoti tieSai piegadei un izmanto$anai bez atkartotas fasésanas vietas,
kuras ir atbilstoSas atkritumu iznicinasanas iekartas. StadiSanai paredzétos kartupelus drikst apstradat tikai tad
taja pasa vietd, ja to veic atseviski vai péc tiriSanas un dezinfekcijas,

vai

— ripnieciskai parstradei paredzéti precu kartupeli, kas iesainoti tieSai un talitéjai piegadei uz parstrades ripnicu
ar atbilsto§am atkritumu iznicinasanas iekartam un vismaz ar izbraucoso transporta lidzek]u tiri§anas un dezin-
fekcijas sistemu,

vai

— cita veida izmantosana vai iznicinasana, ja tiek konstatéts, ka tas nerada konkréti nosakamu organisma izplati-
Sanas risku, un ja to apstiprinajusas minétas atbildigas valsts iestades.

Piemérotas objektu tiri§anas un dezinfekcijas metodes, kas minétas 7. panta 3. punkta, ir tas metodes, attieciba uz
kuram ir apstiprinats, ka nepastav konkréti nosakams organisma izplatiSanas risks, un tas pieméro dalibvalstu atbil-
digo valsts iestazu uzraudziba.
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Saskana ar 7. panta 4. punktu paredzéto pasakumu kopums, kas dalibvalstim jaisteno norobeZotaja teritorija, kas
izveidota saskana ar 5. panta 1. punkta c) apak$punktu, ir $ads:

Razosanas vietas, kas noteiktas ka inficétas saskana ar 5. panta 1. punkta a) apakspunktu:

a) lauka, kas noteikts ka inficéts saskana ar 5. panta 1. punkta a) apakspunktu, isteno vienu no $adiem pasakumiem:

vismaz tris audzéanas gadu laika péc noteiktas inficéSanas gada:

— isteno pasakumus, lai likvidétu parziemojoSos kartupelu augus un citus $a organisma dabigas
izplatibas saimniekaugus,

un

— nestada kartupelu bumbulus, augus vai istas séklas, vai citus §a organisma dabigas izplatibas saim-
niekaugus vai kultiiras, attieciba uz ko pastav nosakams 3a organisma izplatiSanas risks,

pirmaja kartupelu razas gada péc iepriekséja ievilkuma noteikta laika perioda ar nosacijumu, ka ofi-
cidlo parbauzu laika vismaz divus secigus augSanas gadus pirms stadisanas minétais tirums ir brivs no
parziemojosiem kartupelu augiem un citiem dabigas izplatibas saimniekaugiem, audzé tikai partikai
paredzétus kartupelus un izaudzétos bumbulus parbauda saskana ar I pielikuma aprakstito procediiru,

kartupelu audzeSanas gados, kas seko aiz iepriekséja ievilkuma minéta gada un péc atbilstosas
augmainas, kas séklas kartupeliem ir vismaz divi gadi, stada séklas vai partikas kartupelus, veicot ofi-
cialu apsekojumu, ka noteikts 2. panta 1. punkta; vai

Cetru audzésanas gadu laika péc gada, kad noteikta inficésanas:

— isteno pasakumus, lai likvidétu parziemojoso kartupelu augus un citus $a organisma dabigas
izplatibas saimniekaugus,

un

— 30 lauku atstaj papuve vai ieriko ganibas, ko biezi un zemu plauj vai intensivi nogana,

parbauzu laika vismaz divus secigus audzéSanas gadus pirms stadiSanas minétais tirums ir brivs no
parziemojuso kartupelu augiem un citiem organisma dabigas izplatibas saimniekaugiem, audzé parti-
kas vai seklas kartupelus, un izaudzétos bumbulus parbauda saskana ar I pielikuma noteikto procediruy;

b) citos laukos, kas atrodas inficétaja razoSanas vieta, ar nosacijumu, ka atbildigas valsts iestades ir parliecinajusas
par to, ka ir novérsts parziemojuso kartupelu augu, ka ari citu organisma saimniekaugu izplatiSanas risks:

péc apstiprinatas inficésanas gada nakamaja augSanas gada nestada kartupelu bumbulus, augus vai istas
seklas, vai citus 32 organisma dabigas izplatibas saimnickaugus, vai

stada oficiali sertificétus séklas kartupelus tikai partikas kartupelu razosanai,

otraja audzé$anas gada, kas seko péc apstiprinatas inficésanas gada, stada tikai sertificétus seklas vai seklas
kartupelus, kuri oficiali testéti attieciba uz gredzenpuvi un audzéti razoSanas vietas, kuras tick oficiali kon-
trolétas, iznemot 4.1. punkta minétas razosanas vietas, izmantosanai partika vai ka seklas kartupelus,

vismaz treSaja kartupelu audzéSanas gada, kas seko péc apstiprinatas inficésanas gada, stada tikai sertificé-
tus seklas kartupelus vai seklas kartupelus, kas izaudzéti no sertificétiem seklas kartupeliem, veicot oficialu
uzraudzibu, izmantoSanai partika vai ka seklas kartupelus,
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katra no ieprieksjos ievilkumos minétajiem audzéanas gadiem veic pasakumus, lai likvidétu parziemoju-
$os kartupelu augus un citus $a organisma dabigas izplatibas saimniekaugus, ja tadi ir, un katra kartupelu
lauka veic novakto kartupelu oficialo parbaudi saskana ar I pielikuma aprakstito procediru;

talit péc inficésanas noteik3anas saskana ar 5. panta 1. punkta a) apak$punktu un péc pirma tai sekojosa audzé-
Sanas gada razosanas vieta visas iekartas, mehanismus un glabatavas, ko izmanto kartupelu razosana, atbilstosi
tira un dezinfic€, izmantojot attiecigas metodes, ka noteikts 3. punkta;

kultairas razosanas segto platibu vieniba, ja iesp&jams, pilnigi nomainit audzéSanas substratu:

nestada kartupelu bumbulus, augus vai istas séklas, iznemot, ja minétajai vienibai ir veikti oficiali uzraudzi-
bas pasakumi, lai likvidétu organismu un iznicinatu visu saimniekaugu materialu, tostarp pilniba nomainot
audzeSanas substratu un veicot §is razoSanas vienibas un visu iekartu tiriSanu un dezinfekciju, ja péc sadu
pasakumu veiksanas atbildigas valsts iestades ir atlavusas audzét kartupelus,

un

kartupelu audzéSanai izmanto sertificétas séklas kartupelus, sikbumbulus vai meristémaugus, kas iegtiti no
parbauditiem avotiem.

4.2. Neskarot 4.1. punkta paredzétos pasakumus, dalibvalstis norobezotaja teritorija veic $adus pasakumus:

a)

talit péc apstiprinatas inficésanas tira un dezinficé visas kartupelu audzé$ana izmantojamo tehniku, glabatuves,
un to iekartas, vajadzibas gadijuma izmantojot atbilstosas metodes, kas izklastitas 3. punkta;

talit péc pazinojuma par inficéSanos un vismaz tris audzéSanas gadus péc minéta pazinojuma:

ar savu atbildigo valsts iestazu palidzibu nodrosina kartupelu bumbulu audzésanas, glabasanas vai apstra-
des vietu uzraudzibu, ka ari tadu vietu uzraudzibu, kuras notiek kartupelu razosanas iekartu kopiga izman-
toSana saskana ar ligumu,

pieprasa stadit tikai sertificétu seklas materialu vai séklu, kas iegiita oficiala visu attiecigas teritorijas kartu-
pelu stadijumu uzraudziba, un veikt testéSanu péc tadu séklas kartupelu stadijumu novaksanas, kas izau-
dzeti audzeSanas vietas, kuras saskana ar 5. panta 1. punkta b) apak$punktu atzitas par iesp&jami inficétam,

pieprasa, lai novaktie seklas kartupeli un partikas kartupeli visas vietas $aja teritorija tikti novakti un apstra-
dati atseviski, vai pieprasa starp $adam darbibam veikt atbilstosas tiriSanas un dezinfekcijas procediras,

veic oficialu apsekojumu, kas aprakstits 2. panta 1. punkta;

izveido programmu, lai vajadzibas gadijuma noteikta laika perioda nomainitu visus seklas kartupelu krajumus.
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V PIELIKUMS

Lai novérstu jebkuru identificgjamu organisma izplatiSanas risku, IV pielikuma 1. punkta minétas oficiali apstiprinatas atkri-
tumu iznicinadanas metodes atbilst $adiem nosacjjumiem:

i)  kartupelu atkritumus (tostarp izbrakétos kartupelus un to mizas) un visus cietos atkritumus, kas saistiti ar kartupe-

liem

(tostarp augsni, akmenus u. c.), iznicina,

atkritumus parstradajot oficiali apstiprinata ipasa atkritumu iznicinasanas vieta, kur nav nosakama riska, ka sis
organisms varétu ieklat vidé, pieméram, iesiicoties lauksaimniecibas zeme. Atkritumus nogada tiei uz iznicina-
Sanas vietu, ievérojot aizsargpasakumus, lai atkritumi neizbirtu,

vai
sadedzinot,
vai

veicot citus pasakumus, ja ir konstatéts, ka tie nerada nosakamu organisma izplati§anas risku; par Siem pasaku-
miem pazino Komisijai un par¢jam dalibvalstim;

ii)  skidrie atkritumi: pirms novadiSanas notekidenus, kuru sastava ir suspendétas cietas dalinas, tas atdala ar filtréSanu
vai nostadinasanu. Cietas dalinas iznicina atbilstosi i) apak§punkta noteikumiem.

Tad skidros atkritumus:

pirms to iznicinasanas uzkarsé lidz vismaz 60 °C, uzturot $o temperatiiru vismaz 30 minites,
vai

iznicina citadi, sanemot oficialu apstiprinajumu un oficiala uzraudziba, lai novérstu risku, ka notekiideni var
nonakt saskaré ar lauksaimniecibas zemi. Par Siem pasakumiem pazino par¢jam dalibvalstim un Komisijai.

Saja piclikuma aprakstitas iesp&jas attiecas ari uz atkritumiem, kas radusies inficéto partiju apstradé, iznicinasana un

parstrade.
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