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A BIZOTTSAG 2006/63/EK IRANYELVE
(2006. julius 14.)

a Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. elleni védekezésrél sz616 98/57[EK tandcsi irdnyelv
II-VIL. melléklete modositisarol

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,

tekintettel az Eurdpai K6zosséget 1étrehozd szerzGdésre,

tekintettel a Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. elleni
védekezésrdl sz616, 1998. jalius 20-i 98/57[EK tandcsi irdnyelv-
re (1) és kiilonosen annak 11. cikkére,

mivel:

(1) A burgonya és a paradicsom egyik fontos kdrosit6ja a Rals-
tonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., a burgonya
barna rothaddsanak, valamint a burgonya és a paradicsom
baktériumos hervaddsanak kérokozéja (a tovabbiakban: ,a
karosito”).

2  Akdrosité még mindig el6fordul a K6z0sség egyes részein.

(3) A 98/57[EK irdnyelv meghatdrozta a tagdllamokban a
kérosit6 ellen annak érdekében végrehajtandé részletes
intézkedéseket, hogy lokalizdljak és meghatdrozzdk a fold-
rajzi elterjedését; megel6zzék az elforduldsat és a terjedé-
sét; valamint — el6forduldsa esetén — megakadélyozzak a
tovébbterjedését és védekezzenek ellene a felszdmoldsa
céljabal.

(4  Azdta jelentSsen béviiltek a kdrosit6é bioldgidjara, vala-
mint kimutatdsi és azonositdsi eljardsaira vonatkozo isme-
retek; tovdbbd a kdrositd elleni védekezésben szerzett
gyakorlati ismeretek szitkségessé teszik tobb — a védeke-
zési intézkedésekkel Gsszefiiggé — szakmai rendelkezés
feliilvizsgalatat.

(5)  E fejlemények eredményeképpen sziikségesnek ldtszik a
98/57[EK irdnyelv bizonyos mellékleteiben 1év8 intézke-
désck feliilvizsgalata és naprakésszé tétele.

(6) A kimutatdsi és azonositdsi eljardsok vonatkozdsdban
a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH), egy korszerii
kimutatdsi mddszer keriil beépitésre. A polimeraz lancre-
akcié (PCR) moédszer vonatkozdsdban elért elGrelépések,

(') HLL 235,,1998.8.21,, 1. o.

valamint a jelenlegi kimutatdsi és azonositasi eljards kiilon-
boz8 szakmai elemei, és a kdrositonak a burgonyatdl
eltér6 gazdanovényekben, illetve vizben és talajban tor-
ténd kimutatdsdra és azonositdsara szolgalé médszerek fej-
lesztése vonatkozdsdban elért elSrelépések szintén
beépitésre keriiltek.

(7) A védekezési intézkedések szakmai elemei tekintetében,
tovabbfejlesztett rendelkezések késziilnek: a vizsgalt min-
tdk megdrzésének modjdra vonatkozodan a kdrositd vissza-
kovetésének biztositdsa érdekében, a feltételezhetd
fert6zottség mértékének meghatdrozasara, a karosito bar-
mely igazolt el6forduldsa és a vonatkozd fertézott Gvezet
bejelentésének részleteire, valamint a fert6zottnek mindsi-
tett termesztési helyeken és a kijelolt 6vezeteken beliil
alkalmazandé intézkedésekre vonatkozdan. Tovabbd, beé-
pitésre keriilt néhany rendelkezés a paradicsomra vonat-
kozoban annak érdekében, hogy nagyobb hangsulyt kapjon
e novénynek a kdrositd gazdanovényeként jdtszott
szerepe.

(8) Az ebben az irdnyelvben el6irt intézkedések 6sszhangban
vannak a Novény-egészségiigyi Allandé Bizottsdg
véleményével,

ELFOGADTA EZT AZ IRANYELVET

1. cikk

A 98/57 [EK irdnyelv [I-VIL. melléklete helyébe ezen irdnyelv mel-
1ékletének megfelels szovege 1ép.

2. cikk

(1) A tagdllamok legkésébb 2007. mdrcius 31-ig elfogadjak és
kihirdetik azokat a rendelkezéseket, amelyek sziikségesek ahhoz,
hogy ennek az irdnyelvnek megfeleljenek. Errél haladéktalanul
tajékoztatjdk a Bizottsdgot.

Ezeket a rendelkezéseket 2007. dprilis 1-jétSl alkalmazzdk.

Amikor a tagdllamok elfogadjdk ezeket a rendelkezéseket, azok-
ban hivatkozni kell erre az irdnyelvre, vagy azokhoz hivatalos
kihirdetésiik alkalmaval ilyen hivatkozast kell ftizni. A hivatko-
zds moédjat a tagallamok hatdrozzdk meg.
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(2) A tagdllamok haladéktalanul kozlik a Bizottsiggal nem- 4. cikk

zeti joguknak azokat a f6bb rendelkezéseit, amelyeket az ezen

irdnyelv dltal szabdlyozott teriileten fogadnak el. A Bizottsdg tdjé- Ennek az irdnyelvnek a tagallamok a cimzettjei.

koztatja errdl a tobbi tagallamot.

Kelt Briisszelben, 2006. jalius 14-én.
3. cikk

a Bizottsdg részérdl

Ez az irdnyelv az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban val6 kihirdeté- Markos KYPRIANOU
sét kovetd huszadik napon 1ép hatdlyba. a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET

I MELLEKLET

VIZSGALATI PROGRAM A RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

DIAGNOSZTIZALASARA, KIMUTATASARA ES AZONOSITASARA

A VIZSGALATI PROGRAM ALKALMAZASI KORE

A bemutatott program az aldbbi esctekben hasznalt eljdrdsok leirdsat tartalmazza:

i.  a barna rothadds diagnosztizdldsa burgonyagumdkban, és a baktériumos hervadds diagnosztizaldsa burgonya-,

paradicsom- és néhdny egyéb gazdanovényben;

ii.  a Ralstonia solanacearum kimutatdsa burgonyagumoé-mintékban, burgonya-, paradicsom- és egyéb gazdanovényekben,

vizben és talajban;

iii. a Ralstonia solanacearum (R. solanacearum) azonositdsa.

1. SZAKASZ:

1. SZAKASZ:

III. SZAKASZ:

IV. SZAKASZ:

V. SZAKASZ:
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ALTALANOS ALAPELVEK

A kiilonb6z6 modszerek optimalizalt protokolljai, a validélt reagensek, valamint a vizsgalati- és a kontrollanyagok elkészi-
tésének részletei megtaldlhatok a fiiggelékekben. A protokollok optimalizdldsdba és validdldsaba bevont laboratériumok
felsoroldsa az 1. fiiggelékben taldlhato.

Mivel a protokollok egy zérlati kdrosité kimutatdsaval jarnak, és életképes R. solanacearum tenyészetek kontrollanyagként
torténd felhaszndldsdt fogjadk magukban foglalni, sziikséges lesz, hogy az eljdrdsok elvégzésére megfelel6 novény-
egészségiigyi zarlati feltételek mellett — beleértve a hulladék drtalmatlanitdsdra szolgdlé megfeleld berendezéseket —,
valamint a hivatalos novény-egészségiigyi zdrlatért felel6s hat6sdgok dltal kidllitott megfelel§ engedély feltételei szerint
keriiljon sor.

A vizsgélati paramétercknek biztositaniuk kell az R. solanacearum szintjének kovetkezetes és reprodukalhaté kimutatdsét a
kivélasztott mddszerek megadott kiiszobértékein.

A pozitiv kontrollok preciz elkészitése elengedhetetleniil sziikséges.

A szitkséges kiiszobértékek szerinti vizsgédlat ugyancsak magdban foglalja az eszkozok helyes bedllitdsat, karbantartdsat és
kalibraciojat, a reagensek gondos kezelését és meg6rzését, valamint minden olyan intézkedést, amely a mintdk kozotti
fert6z8dés megakadalyozdsat szolgdlja, pl. a pozitiv kontrollok elvdlasztdsa a vizsgalati mintdktdl. Az adminisztrativ és
egyéb hibak elkeriilése érdekében mindségellendrzési elGirdsokat kell alkalmazni, kiilonosen a cimkézés és a dokumenta-
ci6 vonatkozdsaban.

A kdrosité el6fordulasinak a 98/57[EK irdnyelv 4. cikke (2) bekezdésében emlitett gyandja feltételezi az alabbi folyamat-
dbrdban meghatdrozott mintdn elvégzett diagnosztikai vagy sztirGvizsgélatok pozitiv eredményét. A pozitiv els§ sztirGvizs-
gélatot (IF-teszt, PCR/FISH, szelektiv izoldlds) meg kell erdsiteni egy masodik sztirdvizsgalattal, amely eltérg bioldgiai elven
alapul.

Ha az elsg sziirGvizsgélat pozitiv, akkor az R. solanacearum-mal valé fert6zottség gyandja fenndll, és egy mésodik szirg-
vizsgdlatot kell elvégezni. Ha a mésodik szlirGvizsgalat pozitiv, akkor a gyani megerdsitésre keriilt (gyanitott eléfordulds),
és az eljards szerinti vizsgdlatokat kell lefolytatni. Ha a mésodik sz{irévizsgélat negativ, akkor tgy tekintik, hogy a minta
nem fert6zott az R. solanacearum-mal.

A 98/57[EK irdnyelv 5. cikke (1) bekezdésében emlitett megerdsitett eléfordulds feltételezi az R. solanacearum tiszta tenyé-
szetének izoldldsdt és azonositdsdt, beleértve a patogenitds megerGsitését.

I. SZAKASZ

A VIZSGALATI PROGRAM ALKALMAZASA

1. Kimutatdsi program a barna rothadds és a baktériumos hervadis (R. solanacearum) diagnosztizildsira burgo-
nyagumokban, valamint a barna rothadds vagy a baktériumos hervadis tiineteit mutaté burgonya-, paradicsom-
vagy egyéb gazdanovényekben.

A vizsgdlati eljards a barna rothadds vagy a vaszkuldris hervadds jellegzetes vagy gyanitott tiineteit mutat6 burgonyagu-
mok és -novények vizsgédlatdra szolgdl. Tartalmaz egy gyors sziirGvizsgélatot, a kérokoz6 izoldlasét fert6zott edény-
nyaldb szovetbdl (szelektiv) tdptalajon, és — pozitiv eredmény esetén — a tenyészet azonositist Ralstonia
solanacearum-ként.
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Barna rothadasra vagy baktériumos hervadasra utalé tiineteket mutaté burgonyagumaé(k),
illetve burgonya-, paradicsom- vagy egyéb gazdanévények (1)

( )

GYORS DIAGNOSZTIKAI VIZSGALATOK (2)

Végezzen el legalabb egyet a kévetkezé

vizsgalatokbdl a vélelmezett diagndzis

megallapitasahoz:

<>— — baktériumnyalka aramlasvizsgalata (%)

— poli- B-hidroxibutirat vizsgalat (*)

— szerologiai agglutinacios vizsgalat (°)

— IF-préba (8) / FISH-préba (7) / ELISA-proba (8) /
PCR-proba (°)

.

( ALAPVETO I1ZOLACIOS VIZSGALAT (') )

R. solanacearum nem kerult

kimutatasra.
12
NEM (%) A minta nem fert6zott

R. solanacearum-mal

bR

( Tisztitas szubkultaraval )

( AZONOSITASI VIZSGALAT (') PATOGENITAS VIZSGALAT () )

Mindkeét vizsgalat megerésiti, hogy a tiszta tenyészet
R. solanacearum

A minta nem fert6zott
R. solanacearum-mal

<>
(o)

A minta R. solanacearum-mal fert6zott
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Atunetek leirasat a I.1. szakasz tartalmazza.

A gyors diagnosztikai vizsgalatok lehetévé teszik a vélelmezett diagnézis megallapitasat, de nem nélkiilszhetetlenek. A negativ
eredmény nem minden esetben jelent garanciat arra, hogy a kérokozé nincs jelen.

A baktériumnyalka szarb6l vett edénynyalab-szévetbdl torténd kimutatasara szolgaldé aramlasvizsgalat leirasa a VI.A.1. szakaszban
talalhato.

A poli-B-hidroxibutirat szemcsék baktériumsejtekben térténé kimutatasara szolgalo vizsgalat leirasa a VI.A.2. szakaszban talalhaté.

A baktériumnyalkan vagy tuneteket mutatd szovet kivonatan végzett szerologiai agglutinacios vizsgalatok leirasa a VI.A.3. szakaszban
talalhato.

A vizben szuszpendalt baktériumnyalkan vagy tiineteket mutaté szévet kivonatan végzett IF-teszt leirasa: VI.A.5.
A vizben szuszpendalt baktériumnyalkan vagy tiineteket mutaté szévet kivonatan végzett FISH-teszt leirasa: VI.A.7.

A vizben szuszpendalt baktériumnyalkan vagy tlineteket mutatd szévet kivonatan végzett ELISA-teszt leirdsa a VI.A.8. szakaszban
talalhato.

A vizben szuszpendalt baktériumnyalkan vagy tiineteket mutaté szévet kivonatan végzett PCR-teszt leirasa: VI.A.6.

A korokoz6 altalaban kénnyen izolalhato tiineteket mutaté névényanyagbol higitasos lemeztenyésztéssel (11.3.).

Atenyésztés sikertelen lehet afert6zés elérehaladott stadiumaban a szaprofita baktériumok altal kivaltott verseny, illetve a tilszaporodasuk
kovetkeztében. Ha a betegség tlinetei jellegzetesek, de az izolalasi vizsgalat negativ, akkor az izolalast meg kell ismételni, lehetéleg
szelektiv lemeztenyésztéses vizsgalat hasznalataval.

A vélelmezett R. solanacearum izolatumok tiszta tenyészeteinek megbizhaté azonositasara a VI.B. szakaszban leirt vizsgalatok
elvégzése révén keril sor. A fajon belli jellemzés nem kételezd, de ajanlott minden egyes Uj esetnél.

A patogenitas vizsgalat leirasa a VI.C. szakaszban talalhato.
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sz

2. A Ralstonia solanacearum tiinetmentes burgonyagumé-mintdkban t6rténd kimutatdsinak és azonositdsinak
programja

Az alapelv:

A vizsgdlati eljérds a lappangd fert6zések burgonyagumokban torténd kimutatdsdra szolgél. Legaldbb két — eltérd bio-
16giai elven alapuld — sztirdvizsgalat pozitiv eredményét® ki kell egésziteni a kérokozé izolaldsaval; ezt jellegzetes tele-
pek izoldldsa esetén a tiszta tenyészet R. solanacearum-ként torténd azonositdsa koveti. Mindossze egy szlirGvizsgalat
pozitiv eredménye nem elegend§ a minta gyantisnak tekintéséhez.

A sziir6vizsgalatoknak és az izolaldsi vizsgalatoknak lehet6vé kell tenniiik 10°~10* sejt/ml Gjraszuszpendalt pellet
kimutatdsdt, amely pozitiv kontrollként keriil alkalmazdsra minden egyes vizsgélati sorozatnal.
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( Burgonyagumé-minta (") )

[
( A koérokozo kivonasa és koncentralasa (?) )

|

ALAPVETO SZUROVIZSGALATOK (%)
IF-proba () / Szelektiv izolacio (°) / PCR-proba (8) / FISH-proba (7)
Szabadon valaszthaté kiegészit6 vizsgalat: ELISA (%)

]
( Elsé sziirévizsgalat (°) )

R. solanacearum nem kerllt kimutatasra
A minta nem fert6zott
R. solanacearum-mal

R. solanacearum nem kerlt kimutatasra
A minta nem fert6zott
R. solanacearum-mal

(Szelektiv izolacioé (°) és/vagy biolégiai vizsgalat (9))
|

[ Jellegzetes morfologiaju telepek ('°) j
R. solanacearum nem kerUlt kimutatasra
NEM (') A minta nem fert6zott

R. solanacearum-mal

B¢

( Tisztitas szubkulturaval )

( AZONOSITASI VIZSGALAT (2) PATOGENITASI VIZSGALAT ('3 ]

[ Mindkét vizsgalat megerésiti, hogy a tiszta tenyészet]

R. solanacearum
A minta nem fert6zott
R. solanacearum-mal

B3

[ A minta R. solanacearum-mal fert6zott ]
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" A standard mintaméret 200 gumod, bar az eljaras alkalmazhaté kisebb mintara is, ha 200 gumé nem all rendelkezésre.
® A korokozo kivonasara és koncentralasara szolgalé modszerek leirasa a 111.1.1. szakaszban talalhato.
®) Ha legalabb két — eltéré biologiai elveken alapuld — vizsgalat pozitiv, az izolalast és a megerdésitést el kell végezni. Végezzen el legalabb

egy szlrévizsgalatot. Amennyiben ez a vizsgalat negativ, a minta negativnak tekinthetd. Abban az esetben, ha ez a vizsgalat pozitiv,
még egy vagy tobb — eltérd biologiai elveken alapul6 — szlirévizsgalat elvégzése szikséges az elsd pozitiv eredmény megerdsitéséhez.
Ha a masodik vagy a tébbi vizsgalat negativ, a minta negativnak tekinthet®. Tovabbi vizsgalatra nincs sziikség.

* Az IF-teszt leirasa a VI.A.5. szakaszban talalhato.

®) A szelektiv izolalasi vizsgalat leirasa VI.A.4. szakaszban talalhaté.
) A PCR-teszt leirasa a VI.A.6. szakaszban talalhat6.

) A FISH-teszt leirasa a VI.A.7. szakaszban talalhato.

® Az ELISA-teszt leirasa a VI.A.8. szakaszban talalhato.

©®) A biolégiai vizsgalat leirdsa a VI.A.9. szakaszban talalhat6.

&) A jellegzetes morfologiaju telepek leirasa a 11.3.d. szakaszban talalhaté.

@) Atenyésztés vagy a bioldgiai vizsgalatok sikertelenek lehetnek a szaprofita baktériumok altal kivaltott verseny vagy gatlas kovetkeztében.
Ha a szlrdvizsgalatok eredménye egyértelmiien pozitiv, de az izolalasi vizsgalatok negativak, akkor az izolalasi vizsgalatokat meg
kell ismételni ugyanazon pellet felhasznalasaval vagy ugyanazon mintabol, a szétvagott gumok koldokrésze kozelébdl vett tovabbi
edénynyalab-szdvettel, és — sziikség esetén — Ujabb mintakat kell megvizsgalni.

&) A vélelmezett R. solanacearum izolatumok tiszta tenyészeteinek megbizhaté azonositasara a VI.B. szakaszban leirt vizsgalatok
elvégzése révén kerdl sor.

&) A patogenitas vizsgalat leirasa a VI.C. szakaszban talalhato.
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3. A Ralstonia solanacearum tiinetmentes burgonya-, paradicsom- vagy egyéb gazdanévény-mintikban torténd
kimutatdsdnak és azonositdsinak programja

( Szardarabokbol allé minta (')

ALAPVETO SZUROVIZSGALATOK (3)
Szelektiv izolacio (*) / IF-préba (%) / PCR-préba (%) / FISH-proba (7)
Szabadon valaszthaté kiegészité vizsgalat: ELISA (8), biologiai (°

( A korokozo kivonasa és koncentralasa (%) )
) }

Jellegzetes morfologiaju telepek ('°) Az 6sszes elvégzett vizsgalat
az izolacio utan negativ
I

R. solanacearum nem kerlt kimutatasra
< NEM (') A minta nem fertézott
R. solanacearum-mal

( Tisztitas szubkulturaval )
( AZONOSITASI VIZSGALAT ('2) )—<

Mindkét vizsgalat megerdsiti, hogy a
tiszta tenyészet R. solanacearum

A minta nem fert6zott
R. solanacearum-mal

PATOGENITAS VIZSGALAT () )

hd

A minta
R. solanacearum-mal fert6zott
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6 Az ajanlott mintaméreteket a I11.2.1. szakasz tartalmazza.
® A korokozo kivonasara és koncentralasara szolgalé modszerek leirasa a 111.2.1. szakaszban talalhato.
®) Ha legalabb két — eltéré biologiai elveken alapuld — vizsgalat pozitiv, az izolalast és a megerdésitést el kell végezni. Végezzen el legalabb

egy szlrévizsgalatot. Amennyiben ez a vizsgalat negativ, a minta negativnak tekinthetd. Abban az esetben, ha ez a vizsgalat pozitiv,
még egy vagy tobb — eltérd biologiai elveken alapuld — szlirévizsgalat elvégzése szikséges az elsd pozitiv eredmény megerdsitéséhez.
Ha a masodik vagy a tébbi vizsgalat negativ, a minta negativnak tekinthet®. Tovabbi vizsgalatra nincs sziikség.

* A szelektiv izolalasi vizsgalat leirasa VI.A.4. szakaszban talalhato.

®) Az IF-teszt leirasa a VI.A.5. szakaszban talalhato.

) A PCR-teszt leirasa a VI.A.6. szakaszban talalhato.

) A FISH-teszt leirasa a VI.A.7. szakaszban talalhato.

® Az ELISA-teszt leirasa a VI.A.8. szakaszban talalhat6.

©®) A biolbgiai vizsgalat leirasa a VI.A.9. szakaszban talalhaté.

@) A jellegzetes morfol6giaju telepek leirasa a 11.3.d. szakaszban talalhato.

@) Atenyésztés vagy a bioldgiai vizsgalatok sikertelenek lehetnek a szaprofita baktériumok altal kivaltott verseny vagy gatlas kovetkeztében.
Ha a szlirévizsgalatok eredménye pozitiv, de az izolalasi vizsgalatok negativak, akkor az izolalasi vizsgalatokat meg kell ismételni.

("% A vélelmezett R. solanacearum izolatumok tiszta tenyészeteinek megbizhatdé azonositasara a VI.B. szakaszban leirt vizsgalatok
elvégzése révén kerll sor.

&) A patogenitas vizsgalat leirasa a VI.C. szakaszban talalhato.
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1. SZAKASZ

RESZLETES MODSZEREK A RALSTONIA SOLANACEARUM KIMUTATASARA BURGONYAGUMOKBAN

1.1.

1.2

1.3.

2.1.

2.2.

VALAMINT A BARNA ROTHADAS VAGY A BAKTERIUMOS HERVADAS TUNETEIT MUTATO
BURGONYA-, PARADICSOM- VAGY EGYEB GAZDANOVENYEKBEN

Tiinetek (ldsd a honlapot: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main)

Tiinetek burgonydban

A burgonyanivény. A fertGzés korai szakaszdban a szdnt6foldon magas hémérsékleten nappal a novénycstics tdjékan
a levelek hervaddsa jelentkezik, amit ¢jszakai regenerdlodds kovet. A hervadds korai szakaszdban a levelek zoldek
maradnak, de késébb elsdrgulnak, és barna elhalds alakul ki. Epinasztia is jelentkezik. Egy hajtds vagy az egész novény
hervadédsa gyorsan visszafordithatatlannd vélik, és a novény Gsszeesését és elpusztuldsat eredményezi. Az elhervadt
novények keresztirdnyban elvdgott szdrdban 1évS edénynyaldb-szovet rendszerint barna szind, és a metszéslapbol
osszenyomdssal tejszerd baktériumnyélka szivarog ki vagy préselhetd ki. Amikor az elvdgott szdrat fiiggdlegesen vizbe
helyezziik, nydlkafonalak dramlanak ki az edénynyaldb-kotegekbdl.

A burgonyagumd. A burgonyagumokat keresztirdnyban kell elvdgni a koldokrész kozelében vagy hosszirdnyban a
koldokrész folott. A fert6zés korai szakaszdban az edénynyalab-gy(ird tivegszer( sdrgdtol viligosbarndig terjedd elszi-
nezddése figyelhetd meg, és az edénynyaldb gy(rib6l spontdn médon halvany krémszint baktériumnydlka szivarog
ki néhdny perc elteltével. Kés6bb az edénynyaldb elszinezddése kifejezettebben barndvé valik, és az elhalds kiterjed-
het a parenchima-szovetre is. Az elGrehaladott szakaszokban a fert6zés kifelé terjed a koldokrésztdl és a szemektdl,
amelyekbdl baktériumnyélka szivaroghat ki talajrészecskék odatapaddsit eredményezve. Vorosesbarna, kissé bemé-
lyed§ elvéltozdsok jelenhetnek meg a héjon az edénynyaldb-szovetek belsé osszeomldsa kovetkeztében. A betegség
elérehaladott szakaszaban dltalinos a gombds vagy baktériumos ligyrothadds masodlagos kialakuldsa.

Tinetek paradicsomban

A paradicsomnovény. Az els@ lathaté tiinet a legfiatalabb levelek hervadt megjelenése. A kérokozé szdmdra kedvezd
kornyezeti feltételek mellett (talajhémérséklet kb. 25 °C, telitett paratartalom) a novény egyik oldaldnak vagy a teljes
novénynek az epinasztidja vagy hervaddsa kovetkezik be néhdny napon beliil, amely a teljes novény osszeeséséhez
vezet. Kevésbé kedvezd koriilmények kozott (21 °C alatti talajhdmérséklet) a hervadds kisebb mértékd, de nagy szdmi
mellékgyokér fejlédhet ki a szdron. A szdr tovétSl induld dtdzott savok figyelhet6k meg, ami a vaszkuldris rendszer-
ben bekovetkezett elhaldst jelzi. Amikor a szdrat keresztirdnyban elvdgjuk, az elszinez6dott barna edénynyaldb-
szovetek fehér vagy sdrgds baktériumnydlkdt bocsdtanak ki.

Tinetek egyéb gazdanovényekben

Solanum dulcamara és S. nigrum novények. Természetes feltételek mellett a hervaddsi tiinetek ritkdn figyelhet6k meg
ezeken a gazda-gyomnovényeken, hacsak a talajhémérséklet nem emelkedik 25 °C {6lé vagy az oltdanyag szintje
nem széls6ségesen magas (pl. beteg paradicsom- vagy burgonyanovények kozelében n6vd S. nigrum esetében). Ami-
kor hervadds kovetkezik be, a tiinetek a paradicsomndl lertakkal megegyeznek. A vizben 1év6 szdrral és gyokérzettel
novs, nem hervado S. dulcamara novények edénynyaldb-szovetei vildgosbarna elszinez8dést mutathatnak a szdr tové-
nek vagy a viz alatti szdrrészek keresztmetszetében. Baktériumnydlka szivdroghat az elvdgott edénynyaldb-
szovetekbdl, vagy nydlkafonalakat képezhet, ha az elvdgott szdrat fiiggdlegesen vizbe helyezziik, még a hervaddsi
tiinetek hidnydban is.

” 7

Gyors sziirGvizsgilatok

A gyors sziirGvizsgélatok megkonnyithetik a vélelmezett diagnozis feldllitdsat, de nem nélkiilozhetetlenek. Az alabbi
validalt vizsgdlatok koziil egyet vagy tobbet hasznaljunk:

Aramldsvizsgdlat a szdrban

(Ldsd a VI.A.1. szakaszt)

Poli-f-hidroxibutirdt (PHB) szemcsék kimutatdsa

Az R. solanacearum sejtjeiben 1év§ jellegzetes PHB szemcsék a fertdzott szovetbdl vett baktériumnydlka tdrgylemezre
hével rogzitett kenetének niluskék »A« vagy szudénfekete festésével tehetSk lathat6va (Ldsd a VI.A.2. szakaszt).
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2.3. Szeroldgiai agglutindcids vizsgdlat

2.4.

1.1.

(L

dsd a VI.A.3. szakaszt)

Egyéb vizsgdlatok

A

tovabbi megfelel§ gyors sztirdvizsgalatok kozé tartozik az IF-teszt (ldsd: a VI.A.5. szakaszt), a FISH-teszt (ldsd a

VI.A.7. szakaszt), az ELISA-teszt (ldsd: a VI.A.8. szakaszt) és a PCR-teszt (ldsd a VI.A.6. szakaszt).

Izoléldsi eljards

a)

A

Tavolitsuk el a nyalkat vagy az elszinez6dott szovetet tartalmazé részeket a burgonyagumé edénynyalab gyd-
rtijébdl, illetve a burgonya-, a paradicsom- vagy egyéb hervadé gazdanovények szdrdban 1évé edénynyaldb-
kotegekbdl. Szuszpendaljuk kis mennyiségd steril desztilldlt vizben vagy 50 mM foszfatpufferben (4. fiiggelék),
és hagyjuk 5-10 percig dllni.

Készitsiink a szuszpenziobdl tizes 1éptéki higitdssorozatot.

Vigyiik 4t a szuszpenzié 50-100 pl-jét és a higitdsokat egy dltaldnos tdptalajra (NA, YPGA vagy SPA; lisd a
2. fuggeléket) és/vagy a Kelman-féle tetrazdliumos téptalajra (2. fiiggelék) és/vagy egy validalt szelektiv tdpta-
lajra (pl. SMSA; ldsd a 2. fuggeléket). Szélesztés bottal vagy kaccsal a megfelel§ higitdsos lemeztenyésztési tech-
nika hasznélatdval. Ha hasznosnak itéljiik, készitsiink kiilon lemezeket a 2. biovaridnsba tartozé R. solanacearum
higitott sejtszuszpenzidjival pozitiv kontrollnak.

Inkubdljuk a lemezeket 2-6 napig 28 °C hémérsékleten.

- Az dltaldnos tdptalajon az R. solanacearum virulens izoldtumai gyongyhazfényt, krémfehér, lapos, szabdly-
talan alakd és folyadékszert telepeket hoznak létre, kozéppontjukban gyakran jellegzetes spirdlokkal. Az
R. solanacearum avirulens formdi kicsi, kerek, nem folyékony, vajszerti telepeket képeznek, melyek teljes
egésziikben krémfehérek.

- A Kelman-féle tetrazdliumos tdptalajon és az SMSA tdptalajon a spirdlok vérvoros szintiek. A Ralstonia
solanacearum avirulens formdi kicsi, kerek, nem folyékony, vajszer( telepeket képeznek, melyek teljes egész-
tikben mélyvorosek.

z R. solanacearum Azonositasi vizsgdlatai

Az R. solanacearum vélelmezett izoldtumai azonossaganak megerGsitésére szolgdld vizsgdlatok a VLB. szakaszban
keriilnek bemutatdsra.

IIl. SZAKASZ

Részletes modszerek a Ralstonia solanacearum Kkimutatisira és azonositisira tiinetmentes
burgonyagumé-mintikban

MintaelSkészités

Megjegyzés:

- A standard mintaméret 200 burgonyagumo vizsgdlatonként. Intenzivebb mintavétel esetén tobb vizsgalatot kell elvégezni
ekkora mintdkon. Ha ennél tobb burgonyagumoét tartalmaz a minta, az gétlishoz vagy nehezen értelmezhetd eredményekhez
vezet. Az eljdrds azonban konnyen alkalmazhaté 200-nal kevesebb burgonyagumébdl dllé mintdkra is, amennyiben keve-
sebb burgonyagumé all rendelkezésre.

- Az aldbbiakban leirt valamennyi kimutatdsi modszer validdldsa 200 burgonyagumébdl llé mintdk vizsgalatan alapszik.

- Az aldbbiakban leirt burgonyakivonat felhaszndlhaté a burgonya gy(irtis rothadés baktérium, a Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus kimutatdsdra is.

A mintael6készitést megel6z8, szabadon vidlaszthaté elGkezelés:

a) Inkubdljuk a mintdkat 25-30 °C-on két hétig a vizsgdlat el6tt az R. solanacearum populdcidk szaporoddsdnak
el@segitése érdekében.

b) Mossuk le a burgonyagumokat. Megfelel§ fert6tlenitGszereket (a PCR-teszt alkalmazdsa esetén klorvegyiilete-
ket a kérokozd DNS-ek eltdvolitdsa céljabol) és mosdszereket haszndljunk az egyes mintdk kozott. Leveg6n
szaritsuk meg a burgonyagumokat. Ez a lemosdsi eljards kiilonosen akkor hasznos (de nem kotelezd), ha a
mintdk foldesek, és ha PCR-probat vagy kozvetlen izolaldsi eljardst kell alkalmazni.
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. Tévolitsuk el tiszta, fert6tlenitett szikével vagy gyiimoleskéssel a burgonyagumé koldokrészén a héjat tgy, hogy

az edénynyaldb-szovetek lathatévd valjanak. Ovatosan vagjunk ki egy kis darabot az edénynyaldb-szovetbdl a
koldokrészen, és tartsuk a nem edénynyaldb-szovet mennyiségét minimdlis szinten. (Ldsd a honlapot:
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

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

Ha a koldokrészbdl vett darab eltavolitdsa sordn a barna rothadds alapvetd feltételezett tiinetei észlelésére keriil sor,
akkor el kell végezni az adott burgonyagumo szemrevételezéses vizsgalatat, majd a koldokrész kozelében elvagjuk a
gumot. A feltételezett tiineteket mutatd, elvagott gumokat szobahémérsékleten kell tartani legaldbb 2 napig a para-
sodds lehet6vé tétele érdekében, majd hiitészekrényben tdrolni (4-10 °C k6zott) megfelel6 novény-egészségiigyi zar-
lati feltételek mellett. Minden burgonyagumat, beleértve a gyands tiineteket mutatdkat is, a I1I. melléklet szerint kell
térolni.

. A koldokrészbdl vett darabokat még nem hasznalt, becsukhat6 és/vagy lezdrhatd egyszer hasznélatos tartdlyokban

gytijtsitk Ossze (amennyiben a tartdlyok ismét felhaszndldsra keriilnek, akkor azokat alaposan ki kell tisztitani, és
klérvegyiiletekkel fertStleniteni kell). A koldokrészbdl vett darabokat lehetSleg azonnal fel kell dolgozni. Ha ez
nem lehetséges, akkor azokat a tartdlyban kell tarolni, puffer hozzdaddsa nélkiil, hiitott dllapotban legfeljebb 72
6ran at vagy szobahdmeérsékleten legfeljebb 24 6ran at vagy

dolgozzuk fel a koldokrészbdl vett darabokat a kovetkezd eljdrdsok egyikével:

a) Toltsiink a darabokra megfelel6 mennyiségti (mintegy 40 ml) kivonépuffert (4. fiiggelék), és razzuk rotdcios
razégépen (50-100 fordulat/perc) 4 érdn 4t 24 °C alatt, vagy 16-24 6rdn at hitott dllapotban.

b) Homogenizdljuk a darabokat megfelel6 mennyiségii (mintegy 40 ml) kivonopufferrel (4. fiiggelék) apritogép-
ben (pl. Waring vagy Ultra Thurax), vagy lezart, egyszer haszndlatos macerdciés tasakban (pl. Stomacher vagy
Bioreba, erds guage polietilén, 150 mm x 250 mm; sugdrzdssal sterilizdlt) gumikalapdccsal vagy megfelel§
zuzoberendezéssel (pl. Homex) torténd dsszezlizds ttjan.

Megjegyzés: A mintdk keresztbe fert6z8désének nagy a veszélye az apritogépben torténd homogenizalds esetén. Tegyiink Gvin-
tézkedéseket az aeroszol képz8dés és a kilottyenés elkeriilése érdekében a kivondsi eljards sordn. Biztositsuk, hogy
frissen sterilizalt apritokések és edények keriiljenek felhaszndldsra minden mintanal. A PCR-teszt elvégzésekor, keriil-
jitk el a DNS-ek dthozataldt a tartdlyokon vagy a zazoberendezésen. A PCR alkalmazdsandl az egyszer hasznélatos
tasakokban torténd Osszezizds és egyszer hasznalatos kémcesovek haszndlata ajanlott.

. Fejtsiik le a feliltszo folyadékot. Ha nagyon zavaros, deritsiik lasst centrifugdldssal (legfeljebb 180 g-vel, 10 per-

cig, 4-10 °C kozotti hémérsékleten) vagy vakuumsziiréssel (40-100 pm) a sztir6t tovabbi (10 ml) kivondpufferrel
dtmosva.

Koncentrdljuk a baktérium frakciét 7 000 g-vel 15 percig (vagy 10 000 g-vel 10 percig) tartd centrifugdldssal
4-10 °C kozotti hémérsékleten, és tavolitsuk el a feliiliisz6 folyadékot a pellet felkavardsa nélkiil.

Szuszpenddljuk djra a pelletet 1,5 ml pellet-pufferben (4. fiiggelék). Haszndljunk 500 pl-t az R. solanacearum vizs-
gélatdhoz, 500 pl-t a Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus-hoz és 500 pl-t referencia célokra. Adjunk steril
glicerint, melynek végkoncentrdciéja 10-25 % (v[v), a referencia aliquot 500 pl-éhez és a fennmaradé vizsgdlati
aliquothoz, Vortex-szel keverjiik 6ssze, és tdroljuk — 16 és —4 °C kozott (hetekig) vagy — 68 és — 86 °C kozott (hd-
napokig). A vizsgdlat sordn a vizsgalati aliquotokat 4-10 °C-on tartsuk.

A tobbszori lefagyasztds és felengedés nem ajanlott.

Ha sziikséges a kivonat széllitdsa, akkor biztositsuk, hogy a szdllitds hditdtdskdban torténjen 24-48 6rdn belil.

Rendkiviil fontos, hogy az Gsszes R. solanacearum pozitiv kontrollt és mintdt kiilon kezeljik a fert6zés elkertilése
érdekében. Ez vonatkozik az IF-lemezekre és minden vizsglatra.
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1.2.  Vizsgdlat

Lésd a folyamatdbrat, valamint a vizsgdlatok és az optimalizalt protokollok leirdsdt a vonatkozé fiiggelékekben:
Szelektiv izoldlds (lasd a VI.A.4. szakaszt)

IF-teszt (lasd a VI.A.5. szakaszt)

PCR-teszt (1asd a VI.A.6. szakaszt)

FISH-teszt (lasd a VI.A.7. szakaszt)

ELISA-teszt (lasd a VI.A.8. szakaszt)

Bioldgiai vizsgdlat (ldsd a VI.A.9. szakaszt)

2. Részletes médszerek az R. solanacearum kimutatdsdra és azonositdsdra tiinetmentes burgonya-, paradicsom-
vagy egyéb gazdanoévény-mintikban

2.1. MintaelSkészités

Megjegyzés: A latens R. solanacearum populaciok kimutatdsahoz dsszetett mintdk vizsgdlata ajanlott. Az eljards konnyen alkalmaz-
hat6 a legfeljebb 200 szdrdarabbdl allo osszetett mintdkra. Amennyiben vizsgalatokat végziink, azoknak a vizsgélat
alatt 4116 novénypopuldcio statisztikailag reprezentativ mintdjan kell alapulniuk.

2.1.1. Gytjtstink 1-2 cm-es szdrdarabokat egy zdrt és steril tartdlyban a kovetkezd mintavételi eljardsoknak megfelelGen:

Paradicsompaldntdk a paldntaneveldében: Tiszta, fertStlenitett késsel tavolitsunk el mindegyik szdr t6vébdl — kozvetle-
niil a foldfelszin felett — egy 1 cm-es darabot.

Szdntfoldi vagy iiveghdzi paradicsomndvények: Tiszta, fertStlenitett késsel tavolitsuk el mindegyik novény legalsé oldal-
hajtdsat tigy, hogy levagjuk azt kozvetleniil a f8szdrba val6 becsatlakozasi pont felett. Tavolitsuk el a legalsé 1 cm-es
darabot mindegyik oldalhajtdsrol.

Egyéb gazdanivények: Tiszta, fertStlenitett késsel vagy metszGolloval tavolitsunk el egy 1 cm-es darabot mindegyik
szar tovébdl kozvetleniil a foldfelszin felett. Az S. dulcamara vagy mds vizben névé gazdanovény esetében tavolit-
sunk el 1-2 cm-es szakaszokat a viz alatti szarakbol vagy vizi gyokerekkel rendelkezd indakbol.

Egy adott helyszinen végzett mintavétel esetén ajanlott a mintavételi helyenként minden egyes lehetséges gazda
gyomnovény legalabb 10 egyedébdl dllo statisztikailag reprezentativ minta vizsgalata. A korokozé kimutatdsa késé
tavasszal, nydron és Gsszel lesz a legmegbizhatobb, bdr a természetes fertGzések egész évben kimutathatok az évels
Solanum dulcamara-ban, amely vizfolyasokban nd. Az ismert gazdanovények kozé tartoznak az drvakelésti burgo-
nyanévények, a Solanum dulcamara, az S. nigrum, a Datura stramonium és a Solanaceae csaldd mds tagjai. Tovabbi
gazdanovények a Pelargonium fajok és a Portulaca oleracea. A kovetkez8 eurdpai gyomfajok potencidlis befogaddi
lehetnek az R. solanacearum 2. biovaridnsba/3. rasszba tartozé populdcidinak a gyokérben ésfvagy a gyokérzond-
ban specidlis kornyezeti feltételek mellett: Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium album,
Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp, Rumex spp., Silene alba, S. nutans., Tus-
silago farfarra és Urtica dioica.

Megjegyzés: A belsé tiinetekre (edénynyaldbok elszinez8dése, baktériumnyadlka) irdnyulé szemrevételezéses vizsgilatot ebben a
szakaszban lehet elvégezni. Tegyiik félre a tiineteket mutat6 szardarabokat, és vizsgaljuk azokat kiilon (ldsd a
1I. szakaszt).

2.1.2. FertStlenitsiik rovid ideig a szddarabokat 70 %-os etil-alkohollal, és itatéspapiron azonnal itassuk szdrazra azokat.
Majd dolgozzuk fel a szdrdarabokat az aldbbi eljardsok egyikével:

a)  Toltsiink a darabokra megfelel6 mennyiségti (mintegy 40 ml) kivonépuffert (4. fuggelék), és razzuk rotacios
razogépen (50-100 rpm) 4 6rdn 4t 24 °C alatt, vagy hiitotten 16-24 6rdn 4t, vagy

b) Azonnal dolgozzuk fel a darabokat erés macerdcids tasakban (pl. Stomacher vagy Bioreba) torténd osszezd-
zds Gtjan megfelel6 mennyiség kivondpuffer hozzdaddsdval (4. fuiggelék) gumikalapdcs vagy megfelel§ zaz6-
berendezés (pl. Homex) felhaszndldsdval. Ha ez nem lehetséges, taroljuk a szardarabokat hiitve legfeljebb 72
6ran dt, vagy legfeljebb 24 érdn at szobahémérsékleten.

2.1.3. Fejtsiik le a feliiliszo folyadékot 15 perces tilepités utdn.

2.1.4. A kivonat tovabbi deritése vagy a baktérium frakcié koncentréldsa dltaldban nem sziikséges, de sziiréssel és[vagy
centrifugdldssal elérhet I11.1.1.3-1.1.5. szakaszban leirtak szerint.
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2.1.5. Osszuk a hig vagy koncentralt mintakivonatot két egyenld részre. Az egyik felét tartsuk 4-10 °C kozott a vizsgalat
soran, a masik felét pedig tdroljuk 10-25 % (v[v) steril glicerinben — 16 és — 24 °C kozott (hetekig) vagy — 68 és
- 86 °C kozott (honapokig), arra az esetre, ha tovdbbi vizsgalatokat kell végezni.

2.2, Vizsgdlat

Ldsd a folyamatdbrdt, valamint a vizsgdlatok és az optimalizalt protokollok leirdsdt a vonatkozé fiiggelékekben:
Szelektiv izoldcid (ldsd a VI.A.4. szakaszt)

IF-teszt (lasd a VI.A.5. szakaszt)

PCR-teszt (lasd a VI.A.6. szakaszt)

FISH-teszt (ldsd a VLA.7. szakaszt)

ELISA-teszt (lasd a VI.A.8. szakaszt)

Bioldgiai vizsgdlat (ldsd a VI.A.9. szakaszt)
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IV. SZAKASZ
1. Az R. solanacearum vizben t6rténd kimutatdsinak és azonositisinak programja

[ Vizminta () )

( A korokozo koncentralasa (?) )

ALAPVETO SZUROVIZSGALAT
Szelektiv izolalas (%)
Szabadon valaszthat6 kiegészité vizsgalat: biologiai (+) / dusitas PCR-rel (°) / dusitas ELISA-val (6)

Jellegzetes morfologiaju telepek (7)
izolalas utan

R. solanacearum nem kerult kimutatasra

< NEM (%) A minta nem fertzott
R. solanacearum-mal

l IGEN

( Tisztitds szubkulturaval )

( AZONOSITASI VIZSGALAT (°) )—<

Mindkét vizsgalat megerdsiti, hogy a
tiszta tenyészet R. solanacearum

‘ A minta nem fert6zott
R. solanacearum-mal

A minta fert6zott
R. solanacearum-mal

)

PATOGENITAS VIZSGALAT () )

hd
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Az ajanlott mintavételi eljarasokat a 1V.2.1. szakasz tartalmazza.
A koérokozé koncentralasara szolgalé modszerek leirasa a IV.2.1. szakaszban talalhato. A koncentralas néveli mind a kérokozo, mind

gatlasat.

A szelektiv izolalasi vizsgalat leirasa a VI.A.4. szakaszban talalhato.

A biolégiai vizsgalat leirasa VI.A.9. szakaszban talalhaté.

A dusitasi PCR-modszerek leirasa a VI.A.4.2. szakaszban és a VI.A.6. szakaszban talalhaté.
A dusitasi ELISA-modszerek leirasa a VI.A.4.2. szakaszban és a VI.A.8. szakaszban talalhaté.

Atenyésztés sikertelen lehet a szaprofita baktériumok altal kivaltott verseny vagy gatlas kévetkeztében. Ha a népes szaprofita populaciok
feltételezhetéen befolyasoljak az izolalas megbizhatdésagat, akkor ismételjiik meg az izolalasi vizsgalatot a minta steril vizzel torténé
higitasa utan.

Avélelmezett R. solanacearum tiszta tenyészetek megbizhaté azonositasara a VI.B. szakaszban leirt vizsgalatok elvégzése révén kerll
Sor.

A patogenitas vizsgalat leirasa a VI.C. szakaszban talalhaté.
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2.1.

2.2.

sz

Az R. solanacearum vizben térténd kimutatdsdnak és azonositisinak médszerei
Az alapely

Az ebben a szakaszban leirt validdlt kimutatdsi médszer a kérokozo felszini vizekb6l vett mintakban torténd kimu-
tatdsara alkalmazhatd, és ugyancsak alkalmazni lehet a burgonya-feldolgozasbdl vagy a szennyvizhalézatbol szér-
maz6 szennyvizbdl vett mintdk vizsgdlatdra. Azt azonban fontos megjegyezni, hogy a kimutatds vart érzékenysége
az anyagtdl fiiggden véltozni fog. Az izoldlasi vizsgilat érzékenységét befolydsoljak a kompetitiv szaprofita bakté-
riumok populédci6i, amelyek dltaldban sokkal népesebbek a burgonya-feldolgozdsbdl és a szennyvizhdlézatbdl szdr-
mazé szennyvizben, mint a felszini vizekben. Mivel az aldbbi médszerrel szemben literenként mintegy 10° sejt
kimutatdsa az elvérds a felszini vizek esetében, a kimutatds érzékenysége valdszintileg jelentdsen alacsonyabb lesz
a burgonya-feldolgozdsbdl vagy a szennyvizhdlozatbdl szdrmazé szennyviz esetében. Ezért a szennyvizek vizsga-
latdt ajanlott valamilyen tisztitdsi eljdrds (pl. iilepités vagy sz(irés) utdn végezni, melynek sordn csokken a szaprofita
baktérium populdciok szdma. A vizsgélati modszer érzékenységének korlatait figyelembe kell venni a kapott nega-
tiv eredmények megbizhatdsdganak megallapitdsinal. Mivel ezt a modszert sikerrel haszndljdk a felméréseknél a
kérokoz6 jelenlétének vagy hidnydnak felszini vizekben torténd kimutatdsdra, a korldtaival tisztdban kell lenniink,
amikor a burgonya-feldolgozasbél vagy szennyvizhdl6zatbdl szarmazé szennyvizeken végzett hasonl6 felmérések-
nél alkalmazzuk.

Mintael6készités

Megjegyzés:

- Az R solanacearum felszini vizekben torténd kimutatdsa késd tavasszal, nydron és Gsszel a legmegbizhatdbb, amikor a vizhémérseklet
meghaladja a 15 °C-ot.

— A fent emlitett id8szak kiilonb6z6 idSpontjaiban a kijelolt mintavételi helyeken végzett ismételt mintavétel noveli a kimuta-
tds megbizhat6sagat a klimatikus ingadozds hatdsainak csokkentése révén.

- Vegyiik figyelembe a heves eszések és a vizfolyds foldrajzi adottsdgainak hatdsdt a nagyardnyd higuldsi hatds kikiiszobolése
érdekében, melynek kovetkeztében rejtve maradhat a kérokoz6 jelenléte.

- A gazdanovények kozelében vegyiink mintdt a felszini vizekbdl, ha azok el6fordulnak.

. A kivélasztott mintavételi helyeken egyszer hasznélatos, steril kémcsovekbe vagy tivegekbe gydjtsiik a vizmintdkat,

ha lehetséges, 30 cm-nél mélyebbrdl és a parttdl szamitott 2 méteren beliilrél. A feldolgozdipari és a szennyvizha-
16zati szennyvizek esetében a szennyvizkibocsatds helyén gyfjtsitk a mintdkat. Az ajanlott mintaméret 500 ml min-
tavételi helyenként. Ha a kisebb mintdkat részesitjiik elényben, akkor ajanlatos mintavételi helyenként legaldbb 3
alkalommal mintdt venni, és az egyes mintdk 2 legaldbb 30 ml-es megismételt részmintabdl dlljanak. Az intenziv
felméréseknél legaldbb 3 mintavételi helyet jeloljiink ki 3 kilométerenként a vizfolyds mentén, és gondoskodjunk
arrdl, hogy a vizfolydsba 6ml8 mellékfolyokban is torténjen mintavételezés.

A mintdkat hiivosben és sotétben (4-10 °C) széllitsuk, és 24 ordn beliil vizsgdljuk meg
Ha sziikséges, a baktériumfrakciot koncentralhatjuk az aldbbi médszerek egyikével:

a)  Centrifugdljunk 30-50 ml részmintdt 10 000 g-vel 10 percig (vagy 7 000 g-vel 15 percig) lehetdleg 4-10 °C
kozott, tavolitsuk el a feliiliszo folyadékot, szuszpendaljuk djra a pelletet 1 ml pellet-pufferben (4. figgelék).

b) Membranszirés (minimalis pérusméret 0,45 pm), majd a sz(iré kimosdsa 5-10 ml pelletpufferben, és a mosas-
termékek megtartdsa. Ez a mddszer alkalmazhat6 kevés szaprofitdt tartalmaz6 nagy mennyiségti viznél.

A koncentralds rendszerint nem ajanlott a burgonya-feldolgozasbol vagy a szennyvizhdl6zatbdl szarmaz6 szenny-
vizmintdk esetében, mivel a kompetitiv szaprofita baktériumok megnovekedett populdcidi meg fogjak gitolni a
R. solanacearum kimutatdsat.

Vizsgdlat

Ldsd a folyamatdbrat, valamint a vizsgdlatok lefrdsat a vonatkoz¢ fiiggelékekben.
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V. SZAKASZ

1. Az R. solanacearum talajban t6rténé kimutatdsinak és azonositdsinak programja

( Talajminta () )
( A kérokozé kivonasa )

ALAPVETO SZUROVIZSGALAT
Szelektiv izolalas (%)
Szabadon valaszthat6 kiegészité vizsgalat: dusitas PCR-rel (%) / biologiai (4

Jellegzetes morfologiaju telepek (°) Az Osszes elvégzett vizsgalat
izolalas utan negatlv

R. solanacearum nem kerilt kimutatasra
< NEM (%) A minta nem fertézott
R. solanacearum-mal

( Tisztitas szubkultaraval )
( AZONOSITASI VIZSGALAT (") )—<

Mindkét vizsgalat megerdsiti, hogy a
tiszta tenyészet R. solanacearum

A minta nem fert6zott
R. solanacearum-mal

PATOGENITAS VIZSGALAT (&) )

hd

A minta fert6zott
R. solanacearum-mal
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" Az ajanlott mintavételi eljarasokat a V.2.1. szakasz tartalmazza.

) A szelektiv izolalasi vizsgalat leirasa a VI.A.4. szakaszban talalhato.

® A dusitasi PCR-modszerek leirdasa a VI.A.4.2. szakaszban és a VI.A.6. szakaszban talalhato.

* A biolégiai vizsgalat leirasa VI.A.9. szakaszban talalhato.

®) A jellegzetes morfolégiaju telepek leirasa a 11.3.d. szakaszban talalhaté.

) A tenyésztés sikertelen lehet a szaprofita baktériumok altal kivaltott verseny vagy gatlas kdvetkeztében. Ha a népes szaprofita
populaciok feltételezhetéen befolyasoljak az izoldlas megbizhatésagat, akkor ismételjik meg az izolalasi vizsgalatot a minta tovabbi
higitasa utan.

) Avélelmezett R. solanacearum tiszta tenyészetek megbizhaté azonositasara a VI.B. szakaszban leirt vizsgalatok elvégzése révén kerll

Sor.
A patogenitas vizsgalat leirasa a VI.C. szakaszban talalhaté.
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2.1.

2.1.1.

2.2

Az R. solanacearum talajban t6rténd kimutatdsanak és azonositisinak médszerei
Az alapelvek

Az ebben a szakaszban leirt validdlt kimutatdsi médszer a kérokozd talajmintdkban torténd kimutatdsdndl alkalmazhatd, de
ugyancsak alkalmazni lehet a szildrd burgonya-feldolgozdsi hulladék vagy a szennyviziszap vizsgdlatdra. Meg kell azonban
jegyezni, hogy ezek a mddszerek nem kellGen érzékenyek ahhoz, hogy garantdljdk az alacsony egyedszdamii és/vagy szabdlytalan
eloszldsti R. solanacearum populdcidk kimutatdsdt, amelyek elGfordulhatnak ezen anyagok természetes iiton fert6zGdott
mintdiban.

A vizsgélati modszer érzékenységének korldtait figyelembe kell venni a kapott negativ eredmények megbizhatdsa-
génak megéllapitdsdndl, és akkor is, amikor a korokoz6 jelenlétének vagy hidnydnak talajban vagy szennyviziszap-
ban torténd kimutatdsdra haszndljak. A korokozo jelenlétének a szdnt6fold talajdban torténd kimutatdsdra a
legmegbizhatobb vizsgédlati mddszer az, hogy eliiltetiink egy fogékony gazdanovényt, és figyeljiik rajta a fertdzés
megjelenését, de még ezzel a mddszerrel sem lehet kimutatni a kismértékd fertGzéseket.

Mintael6készités

A szant6fold talajabdl torténd mintavételnek a fonalférgek kimutatdsa céljabdl torténd mintavételnél alkalmazott
standard elvek szerint kell torténnie. Gy(jtsiink mintdnként 0,5-1 kg talajt 60 helyrél 0,3 hektdronként 10-20 cm
mélyrél (vagy egy 7x7 méteres négyzethdloban). Ha feltételezziik a korokozé eléforduldsat, akkor noveljiik a gytij-
t6helyek szdmdt 120-ra 0,3 hektdronként. Tartsuk a mintdkat 12-15 °C-on a vizsgdlat elStt. A burgonya-
feldolgozasbdl és a szennyvizhdl6zatbol szarmazo szennyviziszapokbdl torténd mintavétel esetén dsszesen 1 kg-nyi
mintat vegyiink a vizsgdland6 szennyviziszap teljes mennyiségét reprezentdld helyeken. Minden mintat jol kever-
jink Ossze a vizsgdlat megkezdése el6tt.

. Oszlassuk szét a 10-25g talajt vagy szennyviziszapot tartalmazé részmintdkat rotdcids rdzdgépen

(250 fordulat/perc) 60-150 ml kivondpufferben (4. fiiggelék) 2 6rdn dt. Ha sziikséges, 0,02 % steril Tween-20 és
10-20 g steril kavics hozzdaddsdval elGsegithetjiik a szétoszlatdst.

. Tartsuk a szuszpenziét 4 °C-on a vizsgdlat sordn.

Vizsgdlat

Ldsd a folyamatdbrét, valamint a vizsgalatok leirdsdt a vonatkozé fiiggelékekben.

VI. SZAKASZ

OPTIMALIZALT PROTOKOLLOK AZ R. SOLANACEARUM KIMUTATASARA ES AZONOSITASARA

DIAGNOSZTIKAI ES KIMUTATASI VIZSGALATOK

Aramldsvizsgdlat a szirban

A R. solanacearum hervadé burgonya-, paradicsom- vagy egyéb gazdanovények szdrdban vald jelenlétét a kovet-
kez6 egyszerti valdszin(isitd vizsgdlattal hatdrozhatjuk meg: vigjuk el a szdrat kozvetlendil a talajszint felett. Allit-
suk a metszéslapot egy tiszta vizzel teli kémcsébe. Néhdny perc mulva megfigyelhet§ a baktériumnydlka-fonalak
jellegzetes spontdn kidramldsa az dtvgott edénynyaldb kotegekbdl.

Poli-B-hidroxibutirdt szemcsék kimutatdsa

1. Készitsiink kenetet a fert6zott szovetbdl vagy a YPGA vagy SPA téptalajon (2. fiiggelék) nyert 48 ords tenyé-
szetbdl szarmazod baktériumnydlkdbol egy tdrgylemezen.

2. Készitsiink pozitiv kontrollkeneteket az R. solanacearum valamely 2. biovaridnsba tartozé torzsébdl, és — ha
ezt hasznosnak véljiik — egy negativ kontrollkenetet egy kozismert PHB-negativ torzsbél.

3. Hagyjuk levegén megszdradni, majd a tirgylemezek alsé feliiletét gyorsan vigyiik at ldng felett, hogy a kenet
rogziiljon.

4. Festékkészités niluskékkel vagy szuddnfeketével, és mikroszképos megfigyelés az aldbbiakban leirtak szerint:
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A niluskék vizsgdlat:

a)  Ontsiink minden tdrgylemezre niluskék »A« 1 %-os vizes oldatot, és 10 percig inkubaljuk 55 °C-on.

b)  Ontsiik le a festékoldatot. Mossuk le gyengén foly6 csapvizzel. Tvolitsuk el a felesleges vizet itatospapirral.
¢)  Ontsiik le kenetet ecetsav 8 %-os vizes oldatdval, és inkubdljuk egy percig szobah6mérsékleten.

d)  Gyorsan 6blitsiik le gyengén folyé csapvizzel. Tavolitsuk el a felesleges vizet itatospapirral.

¢)  Nedvesitsiik meg Gjra egy csepp vizzel, és tegyiink rd fedSlemezt.

f)  Vizsgdljuk meg a megfestett kenetet epifluoreszcens mikroszkoppal 450 nm hullimhosszon, olajimmerzi6
mellett, 600-1 000-szeres nagyitdsndl, olaj- vagy vizimmerzids targylencsével.

g)  Figyeljik meg a PHB-szemcsék élénk narancsszin( fluoreszkaldsat. Tanulmdnyozzuk atbocsdtott normal fény-
nél is, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy a szemcsék intracelluldrisak, és a sejtmorfologia az R.
solanacearum-ra jellemzg.

A szuddnfekete vizsgdlat:

a)  Ontsiink minden tdrgylemezre 0,3 %-os szudanfekete »B« 70 %-os etil-alkoholos oldatat, és inkubdljuk 10 per-
cig szobahémérsékleten.

b)  Ontsiik le a festékoldatot, és 6blitsiik le kissé csapvizzel, majd a felesleges vizet itatospapirral tavolitsuk el.

¢)  Meritsiik a targylemezeket rovid iddre xilolba, és itassuk szdrazra itatospapirral. Vigydzat: a xilol veszélyes anyag,
tegyiik meg a sziikséges dvintézkedéseket, és dolgozzunk vegyifiilkében!

d) Ontsiink a tdrgylemezekre 0,5 %-0s (m/v) vizes szafranin oldatot, és hagyjuk 10 masodpercig szobahdmérsék-
leten. Vigydzat: a szafranin veszélyes anyag, tegyiik meg a sziikséges dvintézkedéseket, és dolgozzunk vegyifiilkében!

e)  Oblitsiik le gyengén folyé csapvizzel, itassuk szdrazra sztirpapiron, és tegyiink r4 fedlemezt.

f)  Tanulmdnyozzuk a megfestett keneteket dtbocsdtott fénnyel mtikods fénymikroszképpal, olajimmerzié mel-
lett, 1 000-szeres nagyitdsnal, olajimmerzids tdrgylencsével.

g) Figyeljik meg, hogy a PHB-szemcsék az R. solanacearum sejtekben kékesfeketére szinez8dnek, a sejtfal pedig
rozsaszindre festédik.

Szerolégiai agglutindciés vizsgdlat

Az R. solanacearum sejtek agglutindcidjat baktériumnydlkédban vagy tiineteket mutatd szovetek kivonataiban legjob-
ban validalt ellenanyagok (ldsd a 3. fiiggeléket) felhaszndldsdval figyelhetjiik meg, melyek megfelelS szines marker-
rel vannak megjelolve, mint példdul vords Staphylococcus aureus sejtekkel vagy szines latex szemcsékkel. A
kereskedelmi forgalomban kaphat6 készlet (ldsd a 3. fuggeléket) hasznélata esetén, kovessiik a gyartd ttmutatdsait.
Egyébként végezziik el a kovetkezd eljardst:

a)  Keverjiik 0ssze a megjelolt ellenanyag szuszpenzidjanak cseppjeit a baktériumnyalkdval (mindegyik hozzédve-
t6legesen 5 pl) tobb mintahelyes vizsgdlati lemezek ablakaiban.

b)  Készitsiink pozitiv és negativ kontrollokat az R. solanacearum 2. biovaridnsdba tartozd torzs és egy heterolog
torzs szuszpenzibinak a felhaszndldséval.

¢) Figyeljiik meg az agglutindcidt a pozitiv mintdkban 15 mdsodpercig tarté enyhe keverés utdn.
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4.1.

4.2.

Szelektiv izoldlds

Szelektiv lemeztenyésztés

Megjegyzés:  Miel6tt el@szor haszndljuk ezt a médszert, végezziink elézetes vizsgdlatokat, hogy biztositsuk a kordbbi vizsgalatok-
ban negativnak bizonyult minték kivonataihoz adott 10°~10*/ml R. solanacearum telepalkotd egység kimutatdsinak
reprodukalhatdsagat.

Hasznéljunk megfelelGen validalt szelektiv taptalajt, mint példaul a SMSA-t (Elphinstone et al. dltal modositott, 1996;
ldsd a 2. fiiggeléket).

Ugyelni kell az R. solanacearum megkiilonboztetésére a tdptalajon telepeket létrehozni képes egyéb baktériumoktol.
Tovabbad az R. solanacearum telepei mutathatnak atipikus morfoldgiat, ha a tdptalaj lemezek tdlzsifoltak, vagy antago-
nisztikus baktériumok is jelen vannak. Amennyiben a verseny vagy az antagonizmus hatdsai gyanithatok, a mintdt
tjra kell vizsgalni egy masik vizsgalati eljdrdssal.

A legmagasabb kimutatasi érzékenység ezzel a médszerrel akkor védrhatd, ha frissen készitett mintakivonatokat hasz-
nélunk. A médszer azonban alkalmazhat6 olyan mintaknal is, amelyeket glicerinben taroltak — 68 és — 86 °C kozott.

Pozitiv kontroll céljara készitsiink tizes 1éptékd higitdsokat egy virulens, 2. biovaridnsba tartozé R. solanacearum
torzs (pl. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) 10° cfu/ml szuszpenzi6jdbdl. A fert6zés barmely lehetéségének
kikiiszobolése érdekében, a pozitiv kontrollokat a vizsgdlandé mintdktol teljesen elkiilonitve készitsiik el.

A szelektiv tdptalaj minden egyes Gjonnan készitett tétele esetében meg kell vizsgélni, hogy az megfelel-e a kéro-
kozé szaporoddsdhoz, miel6tt a rutin mintdk vizsgdlatdndl felhaszndldsra keriilne.

A kontrollanyagot a mintdval/mintédkkal azonos médon vizsgéljuk.

. Haszndljunk megfelel§ higitdsos lemeztenyésztési technikdt annak biztositdsa érdekében, hogy a héttérben 1évg

szaprofita telepalkoté populdciok kihigitodjanak. Lemezenként szélessziink 50-100 pl-t a mintakivonatbél és az
egyes higitasokbol.

. Inkubdljuk a lemezeket 28 °C-on. Olvassuk le a lemezeket 48 6ra elteltével, majd azt kovetSen naponta 6 napon

at. A jellemzd R. solanacearum telepek SMSA-taptalajon tejfehérek, laposak, szabdlytalanok és elfolydsodottak, és
3 napos inkubdcié utdn a kozepiikon a rézsaszintdl a vérvorosig terjedd elszinezddés alakul ki, melynek belsejé-
ben csikok és spirdlok mutatkoznak. (Ldsd a honlapot: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Megjegyzés:  Néha kifejlédnek ezen a tdptalajon az R. solanacearum atipikus telepei. Ezek kicsik, kerekek, sziniik teljesen voros és
nincsenek elfolyésodva, vagy csak részben elfolydsodottak, és ezért nehéz megkiilonboztetni azokat a szaprofita
telepalkoté baktériumoktdl.

. Tisztitsuk a vélelmezett R. solanacearum telepeket szélesztés vagy higitdsos lemeztenyésztés utdn dltalinos tdptala-

jon, hogy izoldlt telepeket kapjunk (ldsd a 2. fuggeléket).

. Tdroljuk a tenyészeteket rovid tavon steril vizben (pH 6-8, klérmentes) szobahémérsékleten és sotétben, vagy hos-

szt tdvon megfelel6 mélyhtitéstdl véds kozegben — 68 és — 86 °C kozott vagy liofilizélva.

. Azonositsuk a vélelmezett tenyészeteket (ldsd a VLB. szakaszt), és végezziik el a patogenitds vizsgdlatot (ldsd a

VI.C. szakaszt).
A szelektiv lemeztenyésztési vizsgdlat eredményeinek kiértékelése

A szelektiv lemeztenyésztési vizsgdlat negativ, ha baktériumtelepek nem figyelhet6k meg 6 nap utdn, vagy ha az R.
solanacearum-ra jellemz§ vélelmezett telepek nem keriilnek izoldldsra, feltéve, hogy a mds baktériumok dltali ver-
seny vagy antagonizmus okozta gatlds gyantja nem meriil fel, és hogy, jellemz8 R. solanacearum telepek keriilnek
izolaldsra a pozitiv kontrollokban.

A szelektiv lemeztenyésztési vizsgalat pozitiv, ha vélelmezett R. solanacearum telepek keriilnek izoldldsra.
Dusitdsi eljdrds
Haszndljunk validdlt disitdsi taptalajt, mint példdul mddositott Wilbrink-tdplevest (ldsd a 2. fiiggeléket).

Az eljdrds az R. solanacearum populdcidk szelektiv novesztésére haszndlhaté a mintakivonatokban, valamint a kimutatds
érzékenységének novelésére. Az eljdrds a PCR-reakcid gdtldit is hatékonyan higitja (1:100). Meg kell jegyezni azonban, hogy
az R. solanacearum disitdsa sikertelen lehet a szaprofita szervezetek dltal okozott verseny vagy antagonizmus kovetkeztében,
melyek diisuldsa gyakran pdrhuzamosan bekovetkezik. Emiatt az R. solanacearum izoldldsa a disitott tdpleves tenyészetekbdl
nehézkes lehet. Tovdbbd, mivel a szeroldgiailag rokon szaprofitdk populdcidi novekedhetnek, a specifikus monoklondlis ellen-
anyagok haszndlata ajdnlott a poliklondlis ellenanyagokkal szemben, amennyiben ELISA-teszt alkalmazdsdra keriil sor.
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4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

5.1.

Dusitdsi PCR céljara vigytink dt 100 pul mintakivonatot 10 ml dusitdsi taplevesbe (2. fiiggelék), melybdl kordbban
aliquot részeket mértiink DNS-mentes kémcsovekbe vagy lombikokba. Dusitdsi ELISA céljdra nagyobb ardnyban
tartalmazhat mintakivonatot a tdpleves (pl. 100 pl mintakivonat 1,0 ml dusitédsi tdplevesben).

Inkubdljuk 72 6rdn dt 27 és 30 °C kozott rdzétenyészetben vagy statikus tenyészetben, a kupakokat lazan illesztve
a leveg@zés biztositdsa érdekében.

Jol keverjiik ossze mielStt az ELISA- vagy a PCR-vizsgdlatokndl felhasznaljuk.

A dusitott taplevest ugyanuigy kezeljiikk, mint a mintd(ka)t a fenti vizsgalatokban.

Megjegyzés: ~ Ha az R. solanacearum disuldsdnak a gétldsa varhaté — bizonyos kompetitiv szaprofita baktériumok népes populdci-
6inak kovetkeztében — akkor a mintakivonatok barmilyen centrifugalds vagy egyéb koncentralds el6tti dusitdsa jobb
eredményeket adhat.

IF-teszt

Az alapely

Az IF-teszt els@szdmu sziirdvizsgdlatként torténd haszndlata ajdnlott, mivel bizonyitott erdteljessége a sziikséges
kiiszobértékek elérésében.

Amennyiben az IF-tesztet hasznaljuk elsGszdmu szlirGvizsgalatként, és az IF eredménye pozitiv, masodik sz{irévizs-
gélatként el kell végezni az izoldlasi, a PCR- vagy a FISH-vizsgédlatot. Amennyiben az [F-tesztet médsodik szlirGvizs-
gélatként hasznéljuk, és az IF eredménye pozitiv, tovabbi vizsgilatra van sziikség a folyamatdbranak megfelelgen
az elemzés befejezéséhez.

Megjegyzés: Az R. solanacearum validélt forrdsbol szarmazé ellenanyagait hasznaljuk (ldsd a honlapot: http:|/forum.europa.cu.int/
Public/irc/sanco/Home/main). Ajanlott a titert minden egyes @j ellenanyag tételre meghatdrozni. A titer tigy van defi-
nidlva, hogy az a legmagasabb higitds, melyen optimalis reakcié megy végbe az R. solanacearum homolég torzsének
10°-10° sejt/ml-es szuszpenzidja vizsgdlatdndl a megfelel§ fluoreszcein-izotiociandt (FITC) konjugdtumnak a gyért6
ajanldsai szerint torténd felhaszndldsa esetén. A validalt poliklondlis antiszérumok mindegyike legalabb 1:2 000-es
IF-titerif volt. A vizsgdlat sordn az ellenanyagokat a titerhez kozeli vagy az azzal megegyezd munkahigitds(ok)ban kell haszndlni.

A vizsgélatot frissen készitett mintakivonatokon kell elvégezni. Szitkség esetén sikeresen elvégezhetd — 68 és — 86 °C
kozott glicerin alatt tdrolt kivonatokon. A glicerin 1 ml pellet-puffer hozzdadasédval (4. figgelék) eltavolithat6 a min-
tardl, Gjracentrifugalds 15 percen 4t 7 000 g-vel, és Gjraszuszpendalds azonos térfogatt pellet-pufferben. Ez gyakran
nem sziikséges, kiillonosen, ha a mintalemezeken a mintdkat ling segitségével rogzitjiik.

Készitsiink kiilon pozitiv kontroll-lemezeket a homoldg torzsbdl vagy az R. solanacearum bérmely mds referen-
ciatorzsébdl, burgonyakivonatban — a 3. B. fiiggelékben leirtak szerint — és szabadon vélaszthatéan pufferben
szuszpenddlva.

Természetes tton fert6zGdott (liofilizdldssal vagy — 16 és — 24 °C kozotti fagyasztdssal fenntartott) szovetet kell hasz-
nédlni — amennyiben lehetséges — hasonlé kontrollként ugyanazon a lemezen.

Negativ kontrollként olyan mintakivonat aliquot térfogatait lehet hasznalni, melynek vizsgalata az R. solanacearum-ra
nézve negativ eredményt hozott.

Az ehhez a vizsgélathoz rendelkezésre dll6 standardizalt pozitiv és negativ kontrollanyagok felsoroldsa a 3. fiigge-
1ékben talalhaté.

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

A kontrollanyagot a mintdval/mintdkkal azonos médon vizsgaljuk.

A tesztlemezeket a kovetkez§ eljdrdsok egyikével készitsik el:

i.  Viszonylag kevés keményitd-iiledéket tartalmazé pelletek esetén:

Pipettdzzunk egy kimért dllandé térfogatot (15 pl megfelel§ a 6 mm-es ablakdtméréhoz — nagyobb ablakok-
hoz haszndljunk ardnyosan nagyobb térfogatot) az Gjraszuszpendélt burgonyapellet 1/100 higitdsabdl az elsG
ablakra. Ezutdn pipettdzzunk hasonlé térfogatot a higitatlan pelletbdl (1/1) a sor fennmaradé ablakaira. A
médsodik sor haszndlhat6 ismétlésként vagy egy mdsodik mintaként, amint azt az 1. dbra mutatja.
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5.

3.

ii. Egyéb pelletek esetén:

Készitsiink tizes higitdsi sorozatot (1/10, 1/100) az Gjraszuszpendalt pelletbdl pelletpufferben. Pipettdzzunk
egy kimért dlland6 térfogatot (15 pl megfelel6 a 6 mm-es ablakdtmér6hoz — nagyobb ablakokhoz haszndl-
junk ardnyosan nagyobb térfogatot) az tjraszuszpenddlt pelletbd] és mindegyik higitdsbol az ablakok egy sord-
ra. A mésodik sor hasznélhat6 ismétlésként vagy egy mésodik mintaként, amint azt a 2. dbra mutatja.

Szaritsuk a cseppeket szobahémérsékleten vagy 40-45 °C-os hémérsékletig torténs melegitéssel. Rogzitsiik a bak-
tériumsejteket a lemezhez hevitéssel (15 percig 60 °C-on), langgal vagy 95 %-os etil-alkohollal, vagy az ellenanya-
gok szallitéjanak specifikus dtmutatdsa szerint.

Szitkség esetén a rogzitett lemezeket ezutdn egy kiszdritott dobozban fagyasztva lehet tdrolni a szitkséges kis ideig
(legfeljebb 3 honapig) a tovébbi vizsgilatok elvégzését megel6zGen.

[F-eljards

i. Az 5.1.1 pontban leirt tesztlemez-készitési eljards szerint:

Készitsiink egy sorozatot a kétszeres higitdsokbol. Az els6 mintahely tartalmazza a titer 1/2-ét (T/2), a tobbi a
titer 1/4-ét (T/4), a titer 1/2-ét (T/2), a titert (T) és a titer kétszeresét (27T).

ii. Az 5.1.1ii. pontban leirt tesztlemez-készitési eljdrds szerint:

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

1. dbra A tesztlemez elkészitése az 5.1. i. és az 5.3. i. pont szerint

Az tjraszuszpendalt pellet higitdsai

1/100 1/1 1/1 1/1 1/1 O Az jraszuszpendalt pellet
higitasai
(T = titer) T2 T4 T2 T 2T O Az antiszérum/ellenanyag

kétszeres higitésai

1. minta .1 .2 .3 .4 . 5

Az 1. minta ismétlése vagy 2.

minte .6 .7 .8 .9 .10

2. dbra A tesztlemez elkészitése az 5.1. ii. és az 5.3. ii. pont szerint

Az antiszérum/ellenanyag munkahigitdsa

11 1/10  1/100 dires  fires O Az Gjra-szuszpendalt pellet
tizes higitdsa

1. minta .1 .2 .3 .4 . 5

Az 1. minta ismétlése vagy 2.

minta . . . . .
6 7 8 9 10
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.4.4.

. Rendezziik el a tesztlemezeket nedves itatéspapiron. Boritsuk a tesztablakokat teljesen az ellenanyag higitasaval

(higitasaival). Az ablakokra felvitt ellenanyag térfogatdnak legaldbb akkordnak kell lennie, mint az alkalmazott kivo-
nat térfogata.

A kovetkezd eljdrdst abban az esetben kell elvégezni, ha az ellenanyagok szdllitéja nem szolgdltatott specifikus
Gtmutatdsokat:

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

. Rézzuk le a cseppeket a tesztlemezekrdl, és gondosan 6blitsiik le azokat IF-pufferrel. Alimeritve mossuk 5 percig

[F-puffer-Tween-ben (4. fiiggelék), és ezt kovetSen IF-pufferben. Keriiljiik el az aeroszolok vagy cseppek atvitelét,
ami keresztbefert6zdéshez vezethet. Gondosan tavolitsuk el a felesleges nedvességet gyengéd felitatdssal.

. Rendezziik el a tesztlemezeket nedves itatospapiron. Boritsuk a tesztablakokat a FITC konjugdtumnak a titer meg-

hatdrozésdhoz haszndlt higitdsival. Az ablakokra felvitt konjugdtum térfogatdnak meg kell egyeznie az alkalma-
zott ellenanyag térfogatdval.

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

. Rézzuk le a konjugdtumcseppeket a tesztlemezrdl. Oblitsiik és mossuk el a kordbbiak szerint (5.3.3.).

Gondosan tavolitsuk el a felesleges vizet.

. Pipettdzzunk 5-10 pl 0,1 M foszfatpufferes glicerint (3. fiiggelék) vagy valamilyen kereskedelmi forgalomban kap-

hat6 »montirozét« minden egyes ablakra, és helyezziink fel fedglemezt.

Az IF-teszt leolvasdsa:

Tanulményozzuk a tesztlemezeket epifluoreszcens mikroszképpal az FITC gerjesztésére alkalmas sztirSkkel, viz-
vagy olajimmerzié mellett, 5001 000-szeres nagyitdsban. Alaposan vegyiik szemiigyre az ablakokat két egymdsra
merGleges dtmérdjiik és a keriiletitk mentén. Azon mintdk esetében, amelyekben egyiltalin nem vagy csak kis
szdmban mutatkoznak sejtek, legaldbb 40 mikroszkép latémezdt vizsgaljunk meg.

El§szor a pozitiv kontroll-lemezt ellendrizziik. A sejteknek fényesen kell fluoreszkalniuk, és teljes mértékd fests-
dést kell mutatniuk a meghatdrozott ellenanyag titeren vagy a munkahigitdson. Az IF-probat (VL.A.5. szakasz) meg
kell ismételni, ha a festédés rendellenes.

Figyeljiik meg az R. solanacearum jellegzetes morfoldgidjéval rendelkezd, fényesen fluoreszkdld sejteket a tesztleme-
zek tesztablakaiban (ldsd a honlapot: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home /main). A fluoreszcencia
intenzitdsdnak meg kell egyeznie a pozitiv kontroll-torzs 4ltal ugyanazon ellenanyag-higitdsndl adottal. A nem tel-
jesen fest8dott vagy gyengén fluoreszkalé sejteket figyelmen kiviil kell hagyni.

Ha barmilyen fertzés gyantja felmeriil, a vizsgdlatot meg kell ismételni. Ilyen eset lehet, amikor egy tételben min-
den tesztlemez pozitiv sejteket mutat a puffer fert6z6désének kovetkeztében, vagy amikor pozitiv sejtekre bukka-
nunk (a tesztablakokon kiviil) a tesztlemez bevonatan.

Sok olyan probléma létezik, amely az immunfluoreszcencids vizsgélat specifikussdgabdl adédik. Az atipikus mor-
fologidju fluoreszkald sejtek hattérpopuldcidi és a keresztbe reagdld szaprofita baktériumok, melyek mérete és mor-
fologidja hasonlé az R. solanacearum-é¢hoz, valdszintleg eléfordulnak a burgonyagumé koldokrészébdl vett
darabokbdl és a szar darabjaibol készitett pelletben.

Csak a jellemz8 méretti és morfoldgidjt, az ellenanyagok titerén vagy munkahigitdsdn fluoreszkalé sejteket vegyiik
figyelembe, ahogy az 5.3. pontndl.
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Az IF eredményének kiértékelése:

i.  Ha taldlunk jellegzetes morfol6gidja, fényesen fluoreszkdld sejteket, akkor hatdrozzuk meg a mikroszkép lato-
mezejébe es jellemz§ sejtek szdmdnak kozépértékét, és szamitsuk ki az djraszuszpendadlt pellet 1 ml-ében
1év6 jellemzd sejtek szdmadt (5. fiiggelék).

Az IF-teszt eredménye pozitiv azon mintdk esetében, amelyek 1 ml Gjraszuszpendélt pelletben legaldbb 5x10°
jellemzd sejtet tartalmaznak. Az ilyen minta potencidlisan fert6zottnek mindsiil, és tovabbi vizsgélatok elvég-
zése szitkséges.

ii. Az IF-teszt eredménye negativ azon mintdk esetében, amelyek 1 ml Gjraszuszpendalt pelletben kevesebb, mint
5x10° sejtet tartalmaznak, és az ilyen minta negativnak mindsiil. Tovabbi vizsgalatok elvégzése nem szikséges.

PCR-teszt
Az alapelvek

Amennyiben a PCR-tesztet elsGszdma sztirdvizsgalatként haszndljuk, és pozitivnak bizonyul, akkor el kell végezni
az izoldldsi vizsgélatot vagy az IF-et mdsodik, kotelezd sztirGvizsgalatként. Amennyiben PCR-t mdsodik sztirGvizs-
gdlatként hasznalunk, és pozitivnak bizonyul, tovabbi vizsgdlatra van sziikség a folyamatdbranak megfelelGen a
diagnosztizalds befejezéséhez.

E mddszer elsGszamu sziirGvizsgalatként torténd teljes kord felhasznaldsa csak akkor ajanlott, ha a sziikséges spe-
cifikus szakmai ismeretek elsajatitdsra keriiltek.

Megjegyzés: Az e modszerrel végzett elGzetes vizsgdlatnak lehetdvé kell lennie a kordbbi vizsgalatok szerint negativ mintakivo-
natokhoz adott 10°~10*/ml R. solanacearum sejt reprodukdlhaté kimutatdsat. Optimalizaldsi kisérletekre lehet sziik-
ség a maximalis érzékenység és specifikussdg eléréséhez minden laboratériumban.

Haszndljunk validdlt PCR-reagenseket és protokollokat (ldsd a 6. fiiggeléket). LehetSleg belsé ellendrzést médszert
vélasszunk.

Tegyitk meg a megfelel§ dvintézkedéseket annak érdekében, hogy elkeriiljiik a minta megfert6zédését a cél DNS-
sel. A PCR-probat gyakorlott technikusoknak kell végezniiik erre szolgdlé molekuldris bioldgiai laboratériumokban,
hogy minimalizdljuk a cél DNS-sel valé fert6z8dés veszélyét.

A negativ kontrollokat (DNS kivondsi és PCR eljardsokra) mindig tgy kell kezelni, mint végs mintdkat az eljards
soran, hogy nyilvanval6 legyen, vajon tortént-e DNS-atvitel.

A kovetkezd negativ kontrollokat kell alkalmazni a PCR-probandl:

- Mintakivonat, amelyet el6z8leg megvizsgaltak és az R. solanacearum-ra negativnak bizonyult,
- Puffer kontrollok, amelyeket a baktérium és a DNS-mintdb6l t6rténd kivondsdra hasznélnak,
- PCR-reakcidelegy.

A kovetkezd pozitiv kontrollokat kell alkalmazni:

- Aliquot térfogatok az Gjraszuszpendalt pelletbdl, melyhez R. solanacearum keriilt hozzdaddsra (elkészitését ldsd a
3.B. fiiggelékben).

- Egy virulens izoldtumbél szdrmazé 10°/ml R. solanacearum sejt szuszpenzidja vizben (pl. NCPPB 4156 =
PD 2762 = CFBP 3857; lasd a 3.B. fuggeléket).

- Ha lehetséges, hasznéljunk a pozitiv kontroll mintdkbdl szdrmazé DNS-t is a PCR elvégzése sordn.

A lehetséges fertGzések elkeriilése érdekében a pozitiv kontrollokat a vizsgdlandé mintdktdl kiilondllé kor-
nyezetben készitsiik el.

A mintakivonatok amennyire csak lehetséges legyenek mentesek a talajtol. Ezért ajanlatos lehet megmosott burgo-
nyabdl késziteni a kivonatokat a PCR-protokollok alkalmazédsakor.

Az ehhez a vizsgdlathoz haszndlhat6 standardizdlt pozitiv és negativ kontrollok felsoroldsa a 3. fiiggelékben
tallhaté.
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DNS-tisztitdsi mddszerek

Haszndljuk a fentiekben leirt pozitiv és negativ kontrollmintdkat (ldsd a 3. fiiggeléket).

Vizsgéljuk a kontrollanyagot a mintdval/mintdkkal azonos médon.

Kiilonféle modszerek dllnak rendelkezésre a cél DNS megtisztitdsdra a komplex minta szubsztratumoktdl, melyek
eltdvolitjidk a PCR és mds enzimatikus reakcidk inhibitorait, és koncentrdljdk a cél DNS-t a mintakivonatban. A
kovetkezd mddszert optimalizéltdk a 6. fiiggelékben bemutatott validdlt PCR médszereknél torténd felhaszndldsra.

a) A Pastrik-féle mddszer (2000)

—

)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

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

Adjunk hozzd 100 pl mintakivonatot, és helyezzik egy hevitd blokkba vagy vizfiirdébe 95 °C-ra 10 percig.
Tegyiik a csovet jégre 5 percre.

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

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

Adjunk hozzd 100 pl Easy DNA® B oldatot (Invitrogen), erdteljesen vortex-szeljitk, amig a csapadék mar
szabadon mozog a csében, és a minta egyenletesen viszkézus lesz.

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

Centrifugdljuk 15 000 g-vel 20 percig 4 °C-on, hogy a fazisok elkiiloniiljenek, és kialakuljon az interfdzis.
Vigyiik 4t a felsd fazist egy 1ij Eppendorf-csSbe.

Adjunk hozzd 1 ml 100 %-os etil-alkoholt (- 20 °C) rovid ideig Vortex-szeljiik, és inkubdljuk jégen
10 percig.

Centrifugaljuk 15 000 g-vel 20 percig 4 °C-on, és tavolitsuk el az etil-alkoholt a pelletbdl.

Adjunk hozzd 500 pl 80 %-os etil-alkoholt (- 20 °C), és keverjitk Gssze a csé felforditdsdval.
Centrifugdljuk 15 000 g-vel 10 percig 4 °C-on, drizzitk meg a pelletet, és tavolitsuk el az etil-alkoholt.
Hagyjuk a pelletet megszdradni a levegén vagy egy gyors DNS vakuumszaritéban.

Szuszpenddljuk djra a pelletet 100 pl steril UPW-ben, és hagyjuk szobahdmérsékleten legaldbb 20 percig.
Téroljuk — 20 °C-on amig a PCR-hez sziikség lesz rd.

Centrifugdldssal hiizzuk le a fehér csapadékot, és vegyiink 5 pl-t a DNS-t tartalmazo feliiliszo folyadékbol
a PCR-hez.

b) Egyéb mddszerek

Egyéb DNS kivondsi mddszerek, pl. a Qiagen DNeasy Plant Kit, is alkalmazhatdk, feltéve, hogy bizonyitottan
ugyanennyire hatékonyan végzik a DNS-tisztitdst 10°~10*/ml kérokoz6 sejtet tartalmazé kontroll mintakbél.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

PCR

Készitsiink teszt- és kontrollmintdkat a PCR-hez a validédlt protokolloknak megfelelGen (VI.A.6. szakasz). Készit-
siink egy tizes 1éptékd higitdst a minta DNS-kivonatbdl (1:10 UPW-ben).

Készitsiik el a megfelel§ PCR reakcidelegyet fertGzésmentes kornyezetben a kozzétett protokollok szerint (6. fiig-
gelék). Amennyiben lehetséges, ajanlatos a multiplex PCR protokoll hasznélata, amely magdban foglal egy bels§
PCR ellendrzést is.

Adjunk 2-5 pl DNS-kivonatot 25 pl PCR reakcidelegyhez steril PCR csovekben a PCR protokolloknak megfelelGen
(lasd a 6. fuggeléket).

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

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

A PCR termék elemzése

. Elemezziik a PCR-fragmentumokat agarézgél-elektroforézissel. Futtassunk legaldbb 12 l felerdsitett DNS reakcio-

elegyet mindegyik mintdbdl, 3 pl toltépufferrel keverve (6. fiiggelék) 2,0 %-os (m/v) agardzgélben tris-acetat-EDTA
(TAE) pufferben (6. fuggelék) 5-8 V/cm-en. Haszndljunk megfelel6 DNS markert, pl. 100 bp ladder-t.

. Tarjuk fel a DNS ldncokat etidium-bromid festéssel (0,5 mg | L) 30-60 percig, kell§ dvintézkedések mellett dolgoz-

zunk ezzel a mutagénnel.

. Tanulmédnyozzuk a megfestett gélt rovidhullima UV dtvildgitds (\ = 302 nm) mellett a virhaté méretd felerdsitett

PCR-termékekre nézve (6. fiiggelék), és dokumentaljuk.

. Minden 1j leletnél/esetnél igazoljuk a PCR-fragmentum hitelességét restrikcids enzim analizissel, melyet a maradék

felerdsitett DNS-bd| szdrmaz6 mintdn végezziink el optimdlis h6mérsékleten és ideig inkubdlva a megfeleld enzim-
mel és pufferrel (ldsd a 6. fiiggeléket). Elemezziik a feltdrt fragmentumokat agardzgél-elektroforézissel, mint korab-
ban, és tanulményozzuk a jellegzetes restrikciés fragmentum mintdzatot UV dtvildgitds mellett etidium-bromid
festés utdn, és hasonlitsuk Gssze a feltdratlan és a feltdrt pozitiv kontrollal.

A PCR-teszt eredményeinek kiértékelése:

A PCR-teszt negativ, ha az R. solanacearum-specifikus varhaté méreti PCR-fragmentum nem mutathaté ki a kérdé-
ses mintdban, viszont kimutathat6 valamennyi pozitiv kontroll mintdban (a bels6 ellen6rzésti primerekkel végzett
multiplex PCR esetében: egy masodik varhaté méreti PCR-terméket kell felerdsiteni a kérdéses mintdval egyiitt).

A PCR-teszt pozitiv, ha az R. solanacearum-specifikus varhaté méreti PCR-fragmentum és (amennyiben sziikséges)
a restrikciés mintdzat kimutathat6, feltéve, hogy az nem erésodott fel valamelyik negativ kontroll mintdt6l. A pozi-
tiv eredmény megbizhaté megerdsitése elérhetd a vizsgilat megismétlésével a PCR-primerek mésodik sorozatin
(6. fuggelék).

Megjegyzés: A PCR gatldsa gyanithat6, ha a vdrhat6 fragmentumot nyerjiik a vizben 1év8 R. solanacearum-ot tartalmazd pozitiv
kontroll mintabdl, viszont negativ eredményeket kapunk a burgonyakivonatban 1évé R. solanacearum-ot tartalmazé
pozitiv kontrollokbél. A belsd PCR ellendrzésti multiplex PCR-protokollokban jelzik a reakci6 gatldsdt, ha a két frag-
mentum egyike sem keriil kinyerésre.

Gyanithat6 a fert6zés, ha a varhat6 fragmentumot nyerjiik egy vagy tobb negativ kontrollbél.
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7.1.

FISH-teszt
Az alapely

Amennyiben a FISH-tesztet haszndljuk elsg sztirvizsgalatként, és pozitivnak bizonyul, akkor el kell végezni az
izolaldsi eljardst vagy az IF-tesztet kotelezd mdsodik sziirGvizsgdlatként. Amennyiben a FISH-tesztet masodik szi-
révizsgdlatként haszndljuk, és pozitivnak bizonyul, akkor tovabbi vizsgdlat sziikséges a folyamatdbranak megfele-
16en a diagnosztizdlds befejezéséhez.

Megjegyzés: ~ Haszndljunk validélt R. solanacearum-specifikus oligo-szonddkat (ldsd a 7. fiiggeléket). Az ezzel a médszerrel vég-
zett elGzetes vizsgdlatnak lehet6vé kell tennie a kordbban negativnak vizsgdlt mintakivonathoz adott legaldbb
10°-10*/ml R. solanacearum sejt reprodukélhaté kimutatdsat.

A kovetkezd eljdrast lehet6leg frissen késziilt mintakivonaton kell elvégezni, de sikeresen elvégezhetd glicerin alatt
—16 és — 24 vagy — 68 és — 86 °C kozott tdrolt mintakivonaton.

Negativ kontrollként hasznaljuk a kordbban R. solanacearum-ra negativnak vizsgdlt mintakivonat aliquot térfogatait.

Pozitfy kontrollnak készitsiink szuszpenziét, amely 10°~10°/ml 3-5 napos tenyészetbdl szdrmazé, 2. biovarid-
nsba tartoz6 R. solanacearum sejtet (pl. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857 torzs, lasd a 3. fiiggeléket) tartalmaz
0,01M foszfat-pufferben (PB). Készitsiink kiilon pozitiv kontroll lemezeket a homoldg torzsbél vagy az R. solana-
cearum barmely mds referenciatorzsébdl, burgonyakivonatban szuszpendalva, a 3.B. fuggelékben meghatdrozottak
szerint.

A FITC-vel cimkézett eubakterialis oligoszonda hasznalata biztositja a hibridizacié folyamatanak ellendrzését, mivel
megfesti a mintdban jelen levs osszes eubaktériumot.

Az ehhez a vizsgdlathoz rendelkezésre dll6 standardizdlt pozitiv és negativ kontrollanyagok felsoroldsa a 3.A. fiig-
gelékben talalhato.

Vizsgéljuk a kontrollanyagot a mintdval/mintdkkal azonos médon.
A burgonyakivonat fixdldsa

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

. Készitsiink fixdl6 oldatot (ldsd a 7. fuggeléket).
. Pipettdzzunk 100 pl-t mindegyik mintakivonatbél egy Eppendorf-csébe, és centrifugaljuk 7 percig 7 000 g-vel.

. Tévolitsuk el a feliiltisz6 folyadékot, és oldjuk fel a pelletet 200 pl fixdléban, melyet kevesebb, mint 24 éréval kordb-

ban készitettiink. Vortex-szeljiik, és inkubdljuk 1 6rdn 4t hitészekrényben.

. Centrifugdljuk 7 percig 7 000 g-vel, tavolitsuk el a feliiliiszé folyadékot, és szuszpendaljuk Gjra a pelletet 75 pl

0,01M PB-ben (ldsd a 7. fiiggeléket).

. Cseppentsiink 16 pl-t a fixalt szuszpenziobdl egy tiszta multiteszt lemezre, ahogy a 7.1. dbra mutatja. Két kiilon-

b6z6 mintdt haszndljunk lemezenként higitatlanul, és hasznaljunk 10 pl-t egy 1:100 higitishoz (0,01 M PB-ben).
A maradék mintaoldatot (49 pl) tdrolhatjuk — 20 °C-on 1 térfogatnyi 96 %-os etil-alkohol hozzdaddsa utdn. Abban
az esetben, ha a FISH-probdt meg kell ismételni, tavolitsuk el az etil-alkoholt centrifugdldssal, és adjunk a mintaol-
dathoz azonos térfogatnyi 0,01 M PB-t (keverjiik 6ssze vortex-szeléssel).

7.1. 4bra A FISH-lemez elrendezése

1. minta vak vak vak 2. minta

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

1. minta vak vak vak 2. minta

6. ablak 7. ablak 8. ablak 9. ablak 10. ablak
1. fedSlemez 2. fedSlemez
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7.1.6.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.2.5.

7.2.6.

7.2.7.

7.2.8.

7.2.9.

7.3.

Levegdn szdritsuk meg a lemezeket (vagy lemezszariton, 37 °C-on), és rogzitsitk azokat ldingon val6 dthtizdssal.

Ezen a ponton az eljardst félbeszakithatjuk, és a hibridizdcioval mdsnap folytathatjuk. A lemezeket pormentesen és
szdraz szobahSmérsékleten kell tarolni.

Hibridizédcié

Dehidratdljuk a sejteket egy fokozatos — 50, 80 és 96 %-os — etil-alkohol sorozatban, mindegyikben 1 percig. Leve-
g6n hagyjuk megszdradni a lemezeket egy lemeztartoban.

Készitsiink egy nedves inkubacids kamrat gy, hogy egy légmentesen zdr6dé doboz aljdra 1x hibmix-be (lasd a
7. fiiggeléket) dztatott itat6s- vagy szlirGpapirt teritiink. Végezziik el a doboz el8inkubdldsat a hibridizdci6s kemen-
cében 45 °C-on legaldbb 10 percig.

Tegyiink 10 pl hibridizdcids oldatot (7. fiiggelék) mindegyik lemez 8 ablakdba (1., 2., 4., 5., 6., 7., 9. és 10. ablak;
lasd a 7.1. abrat), a két kozéps6 ablakot (3. és 8) tiresen hagyva.

Tegyiink fedSlemezt (24 x 24 mm) az els§ és az utolsd négy ablakra a levegd beszoritdsa nélkiil. Helyezzik a
lemezeket az elémelegitett nedves kamrdba, majd hibridizéljuk azokat 5 6rdn 4t a kemencében 45 °C-on sotétben.

Készitsiink el 3 f6z6poharat, melyek 11 Milli Q (molekuldris fokozatd) vizet, 11 1x hibmix-et (334 ml 3x hibmix
és 666 ml Milli Q viz) és 11 1/8x hibmix-et (42 ml 3x hibmix és 958 ml Milli Q viz) tartalmaznak. Végezziik el az
elginkubdcidjukat vizfiirdében 45 °C-on.

Vegyiik le a fedlemezeket a lemezekrd], és helyezzik a lemezeket lemeztartoba.

Mossuk ki a felesleges szondat a f6z8pohdrban 1x hibmix-szel 45 °C-on torténd, 15 percig tartd inkubdldssal.

Vigyiik dt a lemeztartot 1/8 hibmix moséoldatba, és inkubdljuk tovabbi 15 percig.

Mirtsuk a lemezeket rovid id6re Milli Q vizbe, és tegyiik Sket sziirGpapirra. Tavolitsuk el a felesleges nedvességet a
felsziniik sztir8papirral torténd ovatos letakardsaval. Pipettdzzunk 5-10 pl »montirozd« oldatot (pl. Vectashield-et,
Vecta Laboratories, CA, USA vagy azzal egyenértékiit) mindegyik ablakra, és takarjuk le egy nagyméretd fedGlemez-
zel (24 x 60 mm) az egész lemezt.

A FISH-teszt leolvasdsa

. Azonnal nézzitk meg a lemezeket epifluoreszcens mikroszkoppal 630 nm hullimhosszon vagy 1 000-szeres nagy-

itdson olajimmerzié mellett. Fluoreszcein-izotiociandthoz (FITC) hasznalhaté sziirével a mintdban 1évg eubakterid-
lis sejtek (beleértve a legtobb gram-negativ sejtet) fluoreszkdlo zoldre fest6dnek. Tetrametilrodamin-5-
izotiociandthoz haszndlhaté sztir6vel az R. solanacearum Cy3-mal festett sejtjei fluoreszkdlé vorosnek téinnek.
Hasonlitsuk Gssze a sejtmorfologidt a pozitiv kontrollokéval. A sejteknek élénken kell fluoreszkdlniuk, és teljesen
meg kell festédniiik. A FISH-prébat (VI.A.7. szakasz) meg kell ismételni, ha a fest6dés rendellenes. Alaposan vegyiik
szemiigyre az ablakokat két egymdsra meréleges dtmérdjiik és a kertiletitk mentén. Azon mintdk esetében, ame-
lyekben egydltalin nem vagy csak kis szimban mutatkoznak sejtek, legaldbb 40 mikroszkop latomezdt vizsgdl-
junk meg.

. Tanulményozzuk az R. solanacearum élénken fluoreszkdld, jellegzetes morfoldgidjii sejtjeit a tesztlemezek tesztabla-

kaiban (ldsd a honlapot: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). A fluoreszkdlds intenzitdsinak
meg kell egyeznie, vagy erdsebbnek kell lennie a pozitiv kontroll torzsénél. A tokéletlen fest6désti vagy gyengén
fluoreszkdld sejteket nem szabad figyelembe venni.

. Ha barmilyen fertzés gyantja felmeriil, a vizsgdlatot meg kell ismételni. Ilyen eset lehet, amikor egy tételben min-

den tesztlemez pozitiv sejteket mutat a puffer fert6z6désének kovetkeztében, vagy amikor pozitiv sejtekre bukka-
nunk (a tesztablakokon kiviil) a tesztlemez bevonatdn.
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7.3.4. Sok olyan probléma létezik, amely a FISH-teszt specifikussdgabol adodik. Az atipikus morfologidja fluoreszkilo
sejtek hattérpopuldcioi és a keresztbe reagdlo szaprofita baktériumok, melyek mérete és morfologidja hasonld az
R. solanacearum-éhoz, eléfordulhatnak — bar sokkal ritkdbban, mint az IF-tesztnél — a burgonyagumé koldokrészé-
bél vett darabokbdl és a szdr darabjaibol készitett pelletben.

7.3.5. Csak a jellemz8 méretdi és morfoldgidja, fluoreszkald sejteket vegyiik figyelembe.
7.3.6. A FISH-teszt eredményének kiértékelése:

i) A FISH-teszt eredménye akkor érvényes, ha az R. solanacearum-ra jellemz8 méret(i és morfol6gidjt, élénk z6l-
den fluoreszkdlo sejtek figyelhet6k meg FITC-sziirG haszndlatdval és élénkvorosen fluoreszkalé sejtek a
rodamin-sz(ir hasznilatdval az 6sszes pozitiv kontrollndl, viszont a negativ kontrollok egyikénél sem. Ha
taldlunk élénken fluoreszkélo, jellegzetes morfoldgidja sejteket, becsiiljitk meg a jellemzd sejtek dtlagos szd-
mét mikroszkép litomezénként, és szdmoljuk ki a jellemz§ sejtek szdmdt az Gjraszuszpendalt pellet 1 ml-ére
(4. fiiggelék). Azok a mintdk, amelyek legaldbb 5x10° jellemzd sejtet tartalmaznak az Gjraszuszpendalt pellet
1 ml-ében potencidlisan fert6zottnek tekinthetSk. Tovabbi vizsgilat sziikséges. Azok a mintdk, amelyek keve-
sebb, mint 5x10° jellemz§ sejtet tartalmaznak az Gjraszuszpenddlt pellet 1 ml-ében negativnak tekintheték.

ii) A FISH-teszt negativ, ha az R. solanacearum-ra jellemz8 méretl és morfoldgidja, élénkvordsen fluoreszkdld
sejtek nem figyelhet6k meg rodamin-sz(ir§ haszndlatdval, feltéve, hogy jellemzg, élénkvorosen fluoreszkdld
sejtek figyelhet6k meg a pozitiv kontroll készitményekben rodamin-sz(irg haszndlataval.

8. ELISA-TESZT
Az alapely

Az ELISA csak szabadon vélaszthaté vizsgdlatként alkalmazhat6 az IF-, a PCR- vagy a FISH-vizsgdlaton feliil a
viszonylag alacsony érzékenysége miatt. Amennyiben DASI ELISA-t haszndlunk a dusitds és a monoklondlis ellen-
anyagok hasznélata kotelez6 (ldsd a honlapot: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). A minta
dusitdsa az ELISA alkalmazdsa el6tt hasznos lehet a vizsgdlat érzékenységének novelése szempontjdbdl, de sikerte-
lennek bizonyulhat a mintdban taldlhaté mds szervezetek dltal okozott verseny kovetkeztében.

Megjegyzés: Az R.  solanacearum  validlt  forrdsbol szdrmazé ellenanyagait haszndljuk (ldsd a  honlapot:
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Ajanlott a titert minden egyes jj ellenanyag-tételre megha-
tdrozni. A titer tigy van definidlva, hogy az a legmagasabb higitds, melyen optimalis reakcié megy végbe az R. sola-
nacearum homoldg torzsének 10°-10° sejt/ml-es szuszpenzidja vizsgilatdndl a megfelel6 masodlagos ellenanyag
konjugatumoknak a gyart6 ajdnldsai szerint torténd felhasznaldsa esetén. A vizsgdlat sordn az ellenanyagokat a keres-
kedelmi készitmények titeréhez kozeli vagy azzal megegyez8 munkahigitdsban kell hasznalni.

Hatérozzuk meg az ellenanyagok titerét az R. solanacearum homoldg torzsének 10°-10° sejt/ml-es szuszpenzidjan.

Negativ kontrollként hasznaljunk egy mintakivonatot, melynek vizsgalata kordbban az R. solanacearum-ra nézve nega-
tiv eredményt hozott, és egy keresztbe nem reagdlé baktérium szuszpenzidjit foszfatpufferes séoldatban (PBS).

Pozitiv kontrollként hasznaljuk az aliquot térfogatait egy mintakivonatnak, melynek vizsgélata kordbban negativ
eredményt hozott, dsszekeverve 10°-10%/ml 2. biovaridnsba tartozé R. solanacearum sejttel (pl. NCPPB 4156 =
PD 2762 = CFBP 3857 torzs, lisd a 2.A. és 2.B. fiiggeléket). Az eredmények 6sszehasonlithatdsdga érdekében mind-
egyik lemezen haszndljuk a 10°~10°/ml R. solanacearum sejtet PBS-ben tartalmazé standard szuszpenziot. Gondos-
kodjunk arrél, hogy a pozitiv kontrollok j6l el vannak kiilonitve a mikrotiter-lemezen a vizsgdlt mintd(k)tol.

Az ehhez a vizsgalathoz rendelkezésre dllo standardizalt pozitiv és negativ kontrollanyagok felsoroldsa a 3.A. fiig-
gelékben taldlhato.

A kontrollanyagot a mintdval/mintédkkal azonos médon vizsgaljuk.
Két ELISA-protokollt validaltak.
a) Kozvetett ELISA (Robinson Smith et al., 1995)

1) Haszndljuk a mintakivonat 100-200 pl-es aliquot térfogatait. (A vizfiird6ben vagy hevit§ blokkban
100 °C-on 4 percig torténd hevités csokkentheti a nem specifikus eredményeket bizonyos esetekben.)

2)  Adjunk hozzd egyenld térfogatban kétszeres erdsségti bevondpuffert (4. fiiggelék) és Vortex-szeljiik.

3)  Vigyiink a mikrotitrdlo-lemez (pl. Nunc-Polysorp vagy azzal egyenértékd) legaldbb 2 vdjulatdnak minde-
gyikébe 100 pl aliquot térfogatot, és inkubdljuk 1 6rdn at 37 °C-on vagy egy éjszakan at 4 °C-on.
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Tévolitsuk el a kivonatokat a véjulatokbol. Mossuk ki a vdjulatokat hdromszor PBS-Tween-nel (4. fiigge-
1ék) gy, hogy az utolsé mosdoldatot legaldbb 5 percig a védjulatokban hagyjuk.

Készitsiik el az R. solanacearum elleni ellenanyagok megfelel§ higitdsat blokkol6 pufferben (4. fiiggelék). A
validalt kereskedelmi ellenanyagok esetében hasznéljuk az ajanlott higitdsokat (rendszerint kétszer olyan
tomények, mint a titer).

Vigytink 100 pl-t mindegyik véjulatba, és inkubaljuk 1 érdn 4t 37 °C-on.

Tévolitsuk el az ellenanyag oldatot a vajulatokbdl, és a vdjulatokat mossuk ki az elgbbiekben leirtak sze-
rint (4. pont).

Készitsiik el a mdsodlagos ellenanyag — alkalikus foszfatdz konjugdtum megfelel§ higitasat blokkolé puf-
ferben. Tegyiink 100 pl-t mindegyik vdjulatba, és inkubdljuk 1 6rdn 4t 37 °C-on.

Tévolitsuk el az ellenanyag konjugdtumot a vdjulatokbol, és mossuk ki a véjulatokat az el6bbiekben leir-
tak szerint (4. pont).

Vigyiink 100 pl alkalikus foszfatdz szubsztrat oldatot (4. fuggelék) mindegyik vdjulatba. Inkubaljuk sotét-
ben szobahdémérsékleten, és olvassuk le az abszorbancidt 405 nm-nél rendszeres — 90 percen beliili —
id6kozonként.

b) DASI ELISA

1)

Készitsiink megfelel6 higitdst az R. solanacearum elleni poliklondlis immunglobulinokbdl pH 9,6-0s bevond
pufferben (4. fiiggelék). Vigytink 200 pl-t mindegyik védjulatba. Inkubdljuk 37 °C-on 4-5 6rdn dat vagy
4 °C-on 16 6ran at.

Mossuk ki a vdjulatokat hdromszor PBS-Tween-nel (4. fuggelék).

Vigytink 190 pl mintakivonatot legaldbb 2 vajulatba. Ugyancsak vigyiink pozitiv és negativ kontrollokat
2-2 véjulatba lemezenként. Inkubdljuk 16 6ran 4t 4 °C-on.

Mossuk ki a vdjulatokat hdromszor PBS-Tween-nel (4. fuiggelék).

Készitsiink megfeleld higitést R. solanacearum-specifikus monoklondlis ellenanyagokbdl PBS-ben (4. fiigge-
1€k), amely 0,5 % szarvasmarha szérum albumint (BSA) is tartalmaz, és vigytink 190 pl-t mindegyik vdju-
latba. Inkubdljuk 37 °C-on 2 6rén at.

Mossuk ki a vdjulatokat hdromszor PBS-Tween-nel (4. fiiggelék).

Készitsiink megfeleld higitdst alkalikus foszfatdzzal konjugdlt anti-egér immunglobulinokbdl PBS-ben.
Vigytink 190 pl-t mindegyik véjulatba. Inkubdljuk 37 °C-on 2 érén dt.

Mossuk ki a vdjulatokat hiromszor PBS-Tween-nel (4. fuggelék).

Készitsiink alkalikus foszfatdz szubsztrat oldatot, amely 1 mg/ml p-nitrofenil-foszfatot tartalmaz szubsztrat-
pufferben (4. fuggelék). Vigyiink 200 pl-t mindegyik vdjulatba. Inkubdljuk s6tétben szobahSmérsékleten,
és olvassuk le az abszorbancidt 405 nm-nél rendszeres — 90 percen beliili — id6kozonként.

Az ELISA-teszt eredményeinek kiértékelése:

Az ELISA-teszt negativ, ha az ismételt minta vdjulatokbdl leolvasott dtlagos optikai stirtiség (OD) kisebb, mint a
negativ mintakivonat kontroll vdjulatban leolvasott dtlagos optikai stirtiség kétszerese, feltéve, hogy az OD-értékek
az osszes pozitiv kontroll esetében 1,0 folott vannak (a szubsztrdttal valé 90 perces inkubdcié utdn), és meghalad-
jak a negativ mintakivonatndl kapott OD kétszeresét.

Az ELISA-teszt pozitiv, ha az ismételt minta véjulatokbdl leolvasott dtlagos optikai strtiség (OD) nagyobb, mint a
negativ mintakivonat vajulatban leolvasott dtlagos optikai stirtiség kétszerese, feltéve, hogy az OD-értékek az Gsszes
negativ kontroll véjulat esetében meghaladjék a pozitiv kontroll véjulatokban kapott OD kétszeresét.
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9.1.

9.2.

9.2.1.

9.2.2.

9.3.

9.4.

A negativ ELISA leolvasdsok a pozitiv kontroll vajulatokban azt jelzik, hogy a vizsgdlatot nem megfelelGen végez-
ték el, vagy azt, hogy gatolva volt. A pozitiv ELISA leolvasisok a negativ kontroll vdjulatokban azt jelzik, hogy
keresztbe fert6z6dés vagy nem specifikus ellenanyagkotddés tortént.

Bioldgiai vizsgilat

Megjegyzés: Az ezzel a mddszerrel végzett el6zetes vizsgdlatnak lehet6vé kell tennie a kordbbi vizsgdlatokban negativnak bizo-
nyult mintakivonatokhoz (elkészitését ldsd a 3. fiigelékben) adott 10°~10*/ml R. solanacearum telepalkoté egység repro-
dukdlhaté kimutatdsat.

A kimutatds érzékenysége varhatoan akkor lesz a legmagasabb, ha frissen készitett mintakivonatot haszndlunk, és
optimélis szaporodasi feltételeket biztositunk. A mddszert azonban sikeresen lehet alkalmazni olyan kivonatokon,
amelyeket glicerin alatt — 68 és — 86 °C kozott taroltunk.

A kovetkez8 protokoll Janse (1988) alapjdn késziilt:

Haszndljunk minden mintdhoz 10 tesztnovényt egy fogékony paradicsomfajtdbdl (pl. a »Moneymaker«bdl vagy
azzal azonos fogékonysdgt, a vizsgilati laborat6rium éltal meghatdrozott fajtdt) harom valddi leveles dllapotuk-
ban. A tenyésztéssel kapcsolatos részleteket ldsd a 8. fiiggelékben. Haszndlhatunk tojdsgyiimolesot is (pl. a »Black
Beauty« fajtat vagy azzal azonos fogékonysagu fajtdkat), csak 2-3 leveles novényeket hasznéljunk a harmadik valodi
levél teljes kifejlédéséig. A tiinetek enyhébbnek mutatkoztak, és lassabban jelentek meg a padlizsinnal. Ezért —
amennyiben lehetséges — haszndljunk paradicsompaldntdkat.

Osszunk el 100 pl mintakivonatot a tesztnovények kozott.

Befecskendezéses beoltds

Oltsuk be a novények szdrdt kozvetleniil a sziklevelek felett injekcids tiivel elldtott fecskendGvel (legaldbb 23G).
Osszuk el a mintdt a tesztnovények kozott.

Bemetszéses beoltds

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

Steril szikével ejtsiink 4tlos bemetszést, amely mintegy 1,0 cm hosszii és a mélysége koriilbeliil a szdrvastagsdg
2[3-a, a vagds a pelletcsepptd] induljon.

Zarjuk le a bevégast fecskend6bdl kinyomott steril vazelinnel.

Oltsunk be ugyanezzel a technikdval 5 paldntdt egy virulens, 2. biovaridnsba tartozd R. solanacearum torzs 48 6rds
tenyészetébdl készitett, 10°~10°/ml sejtet tartalmaz vizes szuszpenziéval, mint pozitiv kontrollal, valamint pellet-
pufferrel (4. fuggelék), mint negativ kontrollal. Kiilonitsiik el a pozitiv és a negativ kontrollnévényeket a tobbi
novénytdl a keresztbe fert6z6dés elkertilése érdekében.

Neveljitk a tesztnovényeket novény-egészségigyi zdrlati 1étesitményekben egészen 4 héten keresztiil 25-30 °C-on
és magas relativ paratartalom mellett, valamint a megfelel§ 6nt6zés biztositdsaval, hogy megelSzzik a vizzel val6
atitatoddst, vagy a vizhidny okozta hervadast. A fertézések elkeriilése érdekében inkubdljuk a pozitiv és a negativ
kontrollnovényeket jol elkiilonitett padokon, tiveghdzban vagy nevel6kamrdban, abban az esetben, ha a tér korla-
tozott, biztositani kell a kezelések kozotti szigorti elkiilonitést. Ha az eltéré mintdkhoz tartozé novényeket egymads
kozelében kell inkubdlni, kiilonitsitk Sket el egymdastél megfelel§ vilaszfallal. A mtrdgydzdsnal, az 6ntozésnél, a
szemrevételezésnél és minden mds beavatkozdsnal forditsunk kiemelt figyelmet a keresztbe fert6z8dés elkeriilé-
sére. Alapvetd fontossdgu, hogy az tiveghdzat és a nevelS kamrdt a rovarkdrtevSktsl mentesen tartsuk, mivel azok
atvihetik a baktériumot egyik mintdr6l a mésikra.

Figyeljik meg a hervadds, az epinasztia, a klordzis és/vagy satnyulds tiineteit.
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9.5.

9.6.

9.7.

2.1.

2.2

2.3.

2.4,

Izoldljunk a fert8zott novényekbdl (I1.3. szakasz), és azonositsuk a vélelmezett R. solanacearum tisztitott tenyésze-
teit (VL.B. szakasz).

Ha 3 hét utdn nem figyelhet6k meg tiinetek, akkor végezziink IF/PCR/Izoldlasi vizsgalatot az egyes tesztnovények
szardnak a beoltds helye feletti részérdl vett 1 cm-es darabokbdl dll6 osszetett mintdn. Ha a vizsgdlat pozitiv, végez-
ziink higitdsos lemeztenyésztést (4.1. szakasz).

Azonositsuk a vélelmezett R. solanacearum tisztitott tenyészeteit (VI.B. szakasz).
A bioldgiai vizsgdlat eredményeinek kiértékelése

Ervényes biolégiai vizsgilati eredményeket akkor kapunk, ha a pozitiv kontrollngvények jellemz§ tiineteket mutat-
nak, a baktériumokat jra lehet izoldlni ezekrdl a novényekrdl, és a negativ kontrollokon nem taldlhaték tiinetek.

A bioldgiai vizsgalat negativ, ha a tesztnévények nem fertzéttek R. solanacearum-mal, és feltéve, hogy az R. sola-
nacearum kimutathaté a pozitiv kontrollokban.

A bioldgiai vizsgalat pozitiv, ha a tesztnovények fert6zottek R. solanacearum-mal.

Azonositdsi vizsgdlatok

Azonositsuk a vélelmezett R. solanacearum izoldtumok tiszta tenyészeteit a kovetkezd — eltérd bioldgiai elveken
alapul6 — vizsgdlatok koziil legaldbb kettd alkalmazdsaval.

Hasznéljunk ismert referenciatorzseket — amennyiben helyénvalé — mindegyik elvégzett vizsgdlatnal (ldsd a
3. fuggeléket).

Téplalkozdsi és enzimatikus azonositdsi vizsgdlat

Hatdrozzuk meg a kovetkezd fenotipusos jellemzdéket — amelyek dltalinosan megfigyelhetSk vagy nem taldlhatok
meg az R. solanacearum-nal — Lelliott és Stead (1987), Klement et al. (1990), és Schaad (2001) médszerei szerint.

Vizsgélat Virhat6 eredmény

Fluorescens pigment képz8dés -

Poli-p-hidroxibutirdt zdrvanyok +
Oxidéciés[Fermentdcids (OfF) vizsgalat O+/[F-
Katalaz-aktivitds +
Koviécs-féle oxiddz vizsgélat +
Nitrat-redukcio +
Citrdt-hasznositds +

Szaporodds 40 °C-on -
Szaporodds 1 %-os NaCl-ben +
Szaporodds 2 %-os NaCl-ben -
Arginin-dihidroldz aktivitds -
Zselatin elfolyésitdsa -
Keményits-hidrolizis -
Eszkulin-hidrolizis -

Levan-képzddés -
IF-teszt

Készitsiink hozzdvet6leg 10°/ml sejtet IF-pufferben tartalmazé szuszpenzidt (4. fiiggelék).

Készitsiink kétszeres higitdsi sorozatot egy megfelel§ antiszérumbdl (lisd a honlapot:
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Alkalmazzuk az IF-eljardst (VI.A.5. szakasz).

Az IF-teszt pozitiv, ha a tenyészet IF titere megegyezik a pozitiv kontrolléval.
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3.1.

3.2

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

6.2.

6.3.

7.1.

ELISA-teszt

Megjegyzés: Ha csak 2 azonositdsi vizsgalatot végziink, ne haszndljunk egy mdsik szeroldgiai vizsgdlatot e mddszeren feliil.
Készitsiink hozzdvet6leg 10%/ml sejtet 1x PBS-ben tartalmazé szuszpenziot (4. fiiggelék).

Végezziik el a megfelel§ ELISA-eljardst R. solanacearum-specifikus monoklondlis ellenanyaggal.

Az ELISA-teszt pozitiv, ha a tenyészet leolvasdsdbol szarmazo ELISA-eredmény legaldbb a fele a pozitiv kontroll-
nal kapotténak.

PCR-teszt
Készitsiink hozzdvet6leg 10°/ml sejtet molekuldris fokozatd steril vizben tartalmazé szuszpenziét.

Hevitsiink 100 pl sejtszuszpenziét lezért csovekben hevits blokkban vagy forrdsban 1év8 vizfiird6ben 100 °C-on
4 percig. A mintdkat ezutdn — 16 és — 24 °C kozott tdrolhatjuk, amig sziikséges.

Alkalmazzuk a megfelel6 PCR-eljdrdsokat az R. solanacearum-specifikus fragmentumok felergsitésre (pl. Seal et al.
(1993); Pastrik és Maiss (2000); Pastrik et al. (2002); Boudazin et al. (1999); Opina et al. (1997), Weller et al. (1999).

Az R. solanacearum pozitiv azonositdsa megvalosul, ha a PCR-fragmentumok azonos mérettiek, és azonos restrik-
cios fragmentumhossz polimorfizmusokkal rendelkeznek, mint a pozitiv kontrolltorzs esetében képzsdottek.

FISH-teszt
Készitsiink hozzdvetéleg 10°/ml sejtet UPW-ben tartalmazé szuszpenziét.
Alkalmazzuk a FISH-eljardst (VI.A.7. szakasz) legaldbb két R. solanacearum-specifikus oligoszondaval (7. fuggelék).

A FISH-teszt pozitiv, ha ugyanazok a reakcidk jatszodnak le a tenyészet és a pozitiv kontroll esetében.

Zsirsav-meghatdrozés (FAP)
Szaporitsuk a tenyészetet triptikdz szoja agaron (Oxoid) 48 6rdn dt 28 °C-on.
Alkalmazzuk a megfelel§ FAP-eljarast (Janse, 1991; Stead, 1992).

A FAP-vizsgdlat pozitiv, ha a vélelmezett tenyészet profilja megegyezik a pozitiv kontrolléval. A jellegzetes 14:0
30H, 16:0 20H, 16:1 20H és 18:1 20H zsirsavak jelenléte, valamint a 16:0 30H zsirsav hidnya erdteljesen Rals-
tonia sp. fajra utal.

A torzs jellemzésének médszerei

A torzsnek a kovetkez6 modszerek egyikével elvégzett jellemzése ajanlott az R. solanacearum izoldldsanak minden
j eseténél.

Hasznéljunk ismert referenciatorzseket — amennyiben helyénvalé — minden elvégzett vizsgdlatndl (ldsd a
3. fuggeléket).

Biovaridns-meghatdrozads

Az R. solanacearum-ot tobb biovaridnsra osztjuk hdrom diszacharid és hdrom hexéz alkohol hasznositdsdnak és/vagy
oxidaldsdnak képessége alapjn (Hayward, 1964 és Hayward et al., 1990). A biovaridns-vizsgalatnal haszndlt nove-
kedési tdptalajok leirdsa a 2. fiiggelékben taldlhat6. A vizsgélat sikeresen elvégezhetd a tdptalajnak az R. solanacea-
rum izoldtumok tiszta tenyészeteivel torténd sziirdsos beoltdsaval, és 28 °C-on torténd inkubdldsdval. Ha a tdptalajt
szétosztjuk steril, 96 mintahelyes sejttenyészet-lemezekre (200 plfvajulat), megfigyelhetd, hogy a szine olajz6ldrél
sdrgdra valtozik 72 6rdn belill, ami a vizsgalat pozitiv eredményét jelzi.
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.3.

Biovaridns

1 2 3 4 5
Hasznositas:
Maltéz - + + - +
Laktoz - + + - +
D (+) Cellobiéz - + + - +
Mannitol - - + + +
Szorbitol - - + + -
Dulcitol - - + + -

Tovébbi vizsgilatok a 2. biovaridns alfenotipusainak meghatdrozdsira

2.A. biovariéns

L bioarii (Chilében és Kolumbidban

(Vildgszerte elterjedt)

2.T. biovaridns
(A trépusi teriileteken for-

fordul eld) dul el6)
Trehal6z-hasznositds - + n
Mezo-inozitol-hasznositds + _ i
D-ribéz-hasznositds - _ +
Pektolitikus aktivitds (") alacsony Alacsony magas

(1) Lésd: Lelliott és Stead (1987)

Genom-ujjlenyomat készités

Az R. solanacearum komplexumba tartozé torzsek molekuldris differencidldsara tobb technika 4ll rendelkezésre, bele-

értve az aldbbiakat:

Restrikcids fragmentumhossz polimorfizmus (RFLP) elemzés (Cook et al., 1989).

Repetitiv szekvencia PCR-, REP-, boksz- és ERIC-primerek felhaszndldsaval (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995).

Felerdsitett fragmentumhossz polimorfizmus (AFLP) elemzés (Van der Wolf et al., 1998).

PCR-médszerek

Specifikus PCR-primereket (Pastrik et al, 2002; ldsd a 6. fiiggeléket) haszndlhatunk az R. solanacearum 1. csoport-
jaba (3., 4. és 5. biovaridns) és 2. csoportjdba (1., 2A és 2T biovaridns) tartozé torzsek differencidldsdra, amit ere-

detileg RFLP elemzéssel (Cook et al., 1989) és 16S rDNS szekvendldssal (Taghavi et al., 1996) hatiroztak meg.

MEGERGSITO VIZSGALAT

A patogenitds vizsgélatot el kell végezni az R. solanacearum diagnosztizéldsinak végs6 megerGsitésére, és az R.

solanacearum-ként azonositott tenyészetek virulencidjanak felmérésére.

1)  Készitsiink a vizsgdlandé izoldtum 24-48 6ras tenyészetébsl hozzdvetleg 10°/ml sejtet tartalmazé oltdanya-
got, és egy R. solanacearum torzsbdl megfelel§ pozitiv kontrollt (pl. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857;

lasd a 3. fuggeléket).

2)  Oltsunk be 5-10 fogékony paradicsom- vagy padlizsdnpaldntdt a harmadik val6di leveles dllapotukban (ldsd a

VLA.9. szakaszt).
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3) Inkubdljuk egészen 2 héten dt 25-28 °C-on és magas relativ paratartalom mellett, valamint a megfelel§ onto-
zés biztositdsaval, hogy megelSzzik a vizzel val6 atitatoddst, vagy a vizhidny okozta stresszt. A tiszta tenyé-
szeteknél a tipikus hervaddsnak 14 napon beliil be kell kovetkeznie. Ha ezen idészak utdn a tiinetek nincsenek
jelen, akkor nem lehet megerdsiteni, hogy a tenyészet az R. solanacearum patogén formdja.

4)  Figyeljik meg a hervadds és|vagy az epinasztia, a klordzis és a satnyulds tiineteit.

5) Izoldljunk a tiineteket mutaté novényekbdl a szdr egy darabjdnak a beoltdsi pont felett mintegy 2 cm-rel tor-
ténd eltdvolitdsaval. Zazzuk 6ssze és szuszpendaljuk kis mennyiség steril desztillélt vizben vagy 50 mM fosz-
fatpufferben (4. fuggelék). Izoldljuk a szuszpenziobdl bottal vagy kaccsal végzett higitdsos szélesztéssel
megfelel§ tdptalajra, lehetdleg szelektiv taptalajra (2. fiiggelék), inkubdljuk 48-72 6rdn 4t 28 °C-on, és figyel-
jiik meg az R. solanacearum-ra jellemzg telepek kialakuldsat.
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1. fiiggelék

A protokollok optimalizdldsiban és validdlisiban résztvev§ laboratériumok

Laboratérium (*) Telepiilés Orszag
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Bécs és Linz Ausztria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgium
Plantedirektoratet Lyngby Dénia
Central Science Laboratory York Anglia
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skécia
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Franciaorszag
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Franciaorszag
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Németorszdg
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Németorszag
State Laboratory Dublin [rorszdg
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bologna Olaszorszag
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Olaszorszag
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Hollandia
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Hollandia
Direccdo-Geral de Proteccdo das Culturas Lisszabon Portugélia
Centro Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spanyolorszdg
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Spanyolorszdg
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Svédorszag

(1) Kapcesolattart6 kutatok: ldsd a honlapot: http:|/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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2. fiiggelék

Az R. solanacearum izoldldsdra és tenyésztésére szolgilé tiptalajok

a) Altalinos téptalajok

Tdpagar (NA)
Tépagar (Difco) 230¢g
Desztillalt viz 1,0 liter

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

Eleszt6-pepton-gliikdz agar (YPGA)

Eleszt6kivonat (Difco) 50¢g
Bacto-pepton (Difco) 50¢g
D(+)-glitk6z (monohidrat) 10,0 g
Bacto-agar (Difco) 150¢g
Desztillalt viz 1,0 liter

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

Szachardz pepton agar (SPA)

Szacharéz 20,0 g
Bacto-pepton (Difco) 50¢g
K,HPO, 05g
MgSO,.7H,0 025g
Bacto-agar (Difco) 150¢g
Desztillalt viz 1,0 liter
pH 7,2-7,4

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

Kelman-féle tetrazéliumos tdptalaj

Kazaminosavak (Difco) 10g
Bacto-pepton (Difco) 10,0 g
Dextroz 50¢g
Bacto-agar (Difco) 150¢g
Desztillalt viz 1,0 liter

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

Hitsitk le 50 °C-ra, és adjunk hozza 2,3,5-trifenil-tetrazdlium-klorid (Sigma) sztiréssel sterilizalt oldatat, hogy a vég-
koncentracié 50 mg/l legyen.

b) Validalt szelektiv tdptalajok

SMSA tdptalaj (Englebrecht, 1994; modositva Elphinstone et al., 1996)

Alap téptalaj

Kazaminosavak (Difco) 10g
Bacto-pepton (Difco) 10,0 g
Glicerin 5,0 ml

Bacto-agar (Difco) (ldsd a 2. megjegyzést) 150¢
Desztillalt viz 1,0 liter
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Oldjuk fel az 6sszetevdket, és sterilizdljuk autokldvban 121 °C-on 15 percig.

Hiitsiik le 50 °C-ra, és adjunk hozzd sziiréssel sterilizalt vizes torzsoldatokat, melyek az aldbbi Gsszetevékbdl dllnak,
hogy megkapjuk a meghatdrozott végkoncentraciokat:

Kristdlyibolya (Sigma) 5 mg|l

Polimixin-B-szulfdt (Sigma P-1004) 600 000 U(hozzévetéleg 100 mg) literenként
Bacitracin (Sigma B-0125) 1250 U (hozzéavetSleg 25 mg) literenként

Kléramfenikol (Sigma C-3175) 5 mg/l

Penicillin-G (Sigma P-3032) 825 U (hozzdvetdleg 0,5 mg) literenként
2,3,5-trifenil-tetraz6lium-klorid (Sigma) 50 mg/l

MEGJEGYZES:

1. A fentiekben megadottaktdl eltérd reagensek haszndlata befolydsolhatja az R. solanacearum szaporoddsit.

2. Oxoid agar #1 hasznélhat6 Bacto-agar (Difco) helyett. Ebben az esetben az R. solanacearum szaporoddsa lelassul, bar a kompetitiv
szaprofitdk szaporoddsa ugyancsak lelassulhat. Az R. solanacearum jellemz8 telepeinek kialakuldsa 1-2 nappal tovabb tarthat, és a
vords szinezGdés halvanyabb és szétterjedtebb lehet, mint a Bacto-agaron.

3. A bacitracin koncentraci6é 2 500 U|l-re névelésével csokkenthetjitk a kompetitiv baktérium populéciokat, a R. solanacearum sza-
poroddsdnak befolydsoldsa nélkiil.

Téroljuk a tdptalajokat és az antibiotikumok torzsoldatait 4 °C-on sotétben, és egy honapon beliil hasznéljuk fel azokat.

A lemezeket meg kell szabaditani a feliileti kondenzdci6tol hasznalat el6tt.

Keriiljiik el a lemezek tilzott szaritdst.

Mindségellendrzést kell végezni a tdptalajok minden egyes 0j tételének elkészitése utdn az R. solanacearum egy referen-
cia tenyészetének (ldsd a 3. fiiggeléket) lemeztenyésztése és a jellemz6 telepek kialakuldsdnak 28 °C-on 2-5 napig vég-
zett inkubdlds utdni megfigyelése révén.

¢) Validéle disitdsi tdptalajok
SMSA-tdpleves(Elphinstone et al., 1996)
Ugy készitsitk, mint az SMSA szelektiv agar tdptalajt, de hagyjuk ki a Bacto-agart és a 2,3,5-tetrazélium-kloridot.

Maddositott Wilbrink-tdpleves (Caruso et al., 2002)

Szachar6z 10g
Protedz pepton 5g
K,HPO, 0,5g
MgSO, 0,25¢
NaNO, 0,25¢
Desztilldlt viz 1 liter

Sterilizéljuk autokldvban 121 °C-on 15 percig, és hiitsiik le 50 °C-ra.

Adjunk hozzd antibiotikum térzsoldatokat, mint az SMSA-tdplevesnél.
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a) Baktérium izoldtumok

A kovetkez8 baktérium izoldtumok, mint standard referenciaanyagok hasznalata ajanlott, akdr pozitiv kontroll-
ként (1. tdblazat), akdr a vizsgdlatok optimalizaldsa sordn a keresztreakcidk elkeriilése érdekében (2. tablazat). Vala-

3. fiiggelék

A. Kereskedelmi forgalomban kaphaté standardizilt kontrollanyag

mennyi torzs beszerezhetd kereskedelmi tton az alabbi forrdsokbol:

1. National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), Central Science Laboratory, York, UK.

2. Culture Collection of the Plant Protection Service (PD), Wageningen, The Netherlands.

3. Collection Francaise de Bactéries Phytopathogenes (CFBP), INRA Station Phytobactériologie, Angers, France.

1. tablazat Az R. solanacearum izoldtumainak SMT referencia tabldzata

NCPPB kéd SIXT Egyéb kédok Szdrmazd-si orszdg Briizzz_
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egyiptom 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Torokorszdg 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Anglia 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Ciprus 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Svédorszag 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgium 2
NCPPB 4156 () 71(¢) | PD 2762, CFBP 3857 Hollandia 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Franciaorszdg 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80 Portugilia 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Spanyolorszdg 2
NCPPB 4161 76 B3B Németorszag 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 USA 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Costa Rica 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Kolumbia 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brazilia 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Peru 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131a Ausztralia 3
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Fiilop-szigetek 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 Kina 5

() Haszndljuk az R. solanacearum 2. biovaridnsba/3. rasszba tartozo referencia torzseként.

Megjegyzés: A fenti torzsek hitelessége csak akkor garantalhat6, ha hiteles baktériumtenyészet-gytjteménybdl szdrmaznak.
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2. tablazat: A kimutatasi vizsgdlatok optimalizaldsindl haszndlt, szerologiailag vagy genetikailag rokon baktériumok
SMT referencia tabldzata

NCPPB kod SI\;IT Egyéb kod Azonositds
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (')
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. marginalis ()
NCPPB 4164 - CFBP 2227 Burkholderia cepacia (%)
NCPPB 4165 - CFBP 2459 Ralstonia pickettii (2)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii (*)
CSL Pr1150
NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (1)
PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (')
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli ()
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae (1)
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (')
NCPPB 3726 59 CEBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium (1) () (%)
NCPPB 4168 61 CEBP 4619 Enterobacter sp. (')
IPO S339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp. (1)
NCPPB 4170 63 CFBP 4621 Ochrobactrum anthropi () (2)
IPO S306
NCPPB 4171 64 CEBP 4622 Curtobacterium sp. (*) ()
IPO 1693
NCPPB 4172 65 IPO 1696a Pseudomonas sp. (1)
NCPPB 4173 - PD 2318 Aureobacterium sp. (2)
NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. (1) ()

(") A szerolbgiai vizsgalatokban (IF és/vagy ELISA) a poliklondlis antiszérummal potencidlisan keresztreakciot mutaté torzs.
(%) Olyan torzs, amelyb6l PCR-terméket lehet felerdsiteni néhdny laboratériumban, melynek mérete hasonlé az OLI-1 és Y-2 spe-
cifikus primerek haszndlata esetén varhatéhoz (lisd a 6. fuggeléket).

(%) Val6szint, hogy a legtobb vizsgalatban keresztreakci6t mutat, de ismereteink szerint csak Indonézidban és csak bandnon for-
dul el6.

b) Kereskedelmi forgalomban kaphat6 standardizdlt kontrollanyag
A kovetkezd standard kontrollanyag beszerezheté az NCPPB baktériumtenyészet-gytjteménybdl.

Fagyasszunk le 200 egészséges burgonyagumébdl nyert burgonyakivonat-pelletet a vizsgdlatokhoz negativ kont-
roll céljara.

Fagyasszunk le 200 egészséges burgonyagumoébél nyert burgonyakivonat-pelletet, amely 10°~10* és 10*-10°
2. biovaridnsba tartozd R. solanacearum sejtet (NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857 torzs) tartalmaz, pozitiv
kontrollnak a szeroldgiai- és a PCR-vizsgdlatokhoz. Mivel a sejtek életképességére hatdssal van a fagyasztdsos szd-
ritds, ezek nem alkalmasak standard kontrollnak az izolédldsi és a bioldgiai vizsgdlatokhoz.

A 2. biovaridnsba tartozé R. solanacearum sejtek (NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857 torzs) formalinnal fixalt
szuszpenzidja 10° sejt/ml koncentrdciéban pozitiv kontrollnak a szerolégiai vizsgélatokhoz.

” 7

B. Pozitiv és negativ kontrollok készitése az alapvet§ sziirGvizsgilatokhoz: a PCR/IF- és a FISH-probdhoz

Készitsiink 48 6rds tenyészetet az R. solanacearum 3. rasszba/2. biovaridnsba tartozé virulens torzsébdl (pl. NCPPB 4156
=PD 2762 = CFBP 3857 torzs) alap SMSA tdptalajon, és szuszpendaljuk 10 mM fosztét-pufferben, hogy hozzavets-
leg 2 x 10® cfu/ml sejtstirtiséget kapjunk. Ezt rendszerint kissé zavaros szuszpenziéval érjiik el, amely 0,15-os optikai
stirtiségnek felel meg 600 nm-nél.
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Tévolitsuk el a koldokrész egy darabjt 200 burgonyagumébdl, melyek egy fehér héju fajta termesztésébdl szdrmaz-
nak, és ismeretes, hogy mentesek az R. solanacearum-tol.

Dolgozzuk fel a koldokrészeket a szokdsos mddon, és szuszpenddljuk djra a pelletet 10 ml-ben.
Készitsiink 10 steril 1,5 ml-es mikrocsévet 900 pl Gjraszuszpendalt pellettel.

Vigytink 100 pl R. solanacearum szuszpenziét az elsé mikrocsébe. Vortex-szel keverjiik ossze.
Hozzuk Iétre a fertGzés tizedes szintjeit tovabbi higitdssal a kovetkezd 6t mikrocsSben.

A hat fert6zott mikrocsovet pozitiv kontrollként fogjuk haszndlni. A négy nem fert6zott mikrocsovet negativ kont-
rollként fogjuk haszndlni. Ennek megfelelen cimkézziik meg a mikrocsoveket.

Készitstink 100 pl aliquot térfogatokat steril 1,5 ml-es mikrocsovekben, igy 9 ismétlést alakitva ki mindegyik kontroll-
mintdb6l. Taroljuk — 16 és — 24 °C kozott a felhasznéldsig.

Az R. solanacearum jelenlétét és kvantifikdldsat a kontrollmintdkban el@szor [F-probdval kell megerdsiteni.

A PCR-prébahoz végezziink DNS-kivondst a pozitiv és a negativ kontrollmintakbdl minden egyes vizsgalatiminta-
sorozat esetében.

Az IF- és a FISH-probakhoz végezziink vizsgdlatokat a pozitiv és a negativ kontrollmintdkon minden egyes
vizsgalatiminta-sorozat.

Az IF-, a FISH- és a PCR-vizsgdlatokhoz az R. solanacearum-ot legaldbb 10°~10* sejt/ml koncentraciéban kell kimu-
tatni a pozitiv kontrollokban, és a negativ kontrollok egyikében sem szabad, hogy kimutathaté legyen.
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4. fiiggelék

Pufferek a vizsgilati eljirdsokhoz

ALTALANOS: A felbontatlan sterilizlt puffereket egy évig lehet tarolni.

1.

1.1.

1.2.

2.1.

Pufferek a kivondsi eljirishoz

Kivoné-puffer (50 mM foszfat-puffer, pH 7,0)

Ez a puffer szolgdl a baktériumnak a novényi szovetekbsl homogenizdlds vagy razds Gtjan torténd kivondsara.

Na,HPO, (vizmentes) 426g
KH,PO, 2.72g
Desztillalt viz 1,00 liter

Oldjuk fel az osszetevéket, ellendrizzitk a pH-t és sterilizéljuk autoklavban 121 °C-on 15 percig.

Az aldbbi kiegészit§ osszetevk hasznosak lehetnek:

Rendeltetés Mennyiség (literenként)
Lubrol-pelyhek Diszpergél6szer () 05¢g
DC Silicone habzasgitld Habzdsgitld anyag (") 1,0 ml
Tetrandtrium-pirofoszfat Antioxidéns 10¢g
Polivinilpirolidon-40000 (PVP-40) PCR inhibitorok megkotése 50¢

() A homogenizaldssal végzett kivondsi modszerhez.

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

Ez a puffer a burgonyagumék koldokrészébdl vett darabok kivonatainak djraszuszpendaldsara és higitdsara szolgdl a
pellet centrifugdldssal végzett koncentraldsa utdn.

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

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

Pufferek az IF-prébihoz

[F-puffer (10 mM foszfét-pufferes séoldat (PBS), pH 7,2)

Ez a puffer az ellenanyagok higitdsara szolgal.

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

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

2.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

IF-puffer-Tween
Ez a puffer a lemezek mosdsdra szolgdl.

Adjunk 0,1 % Tween 20-at az [F-pufferhez.

Foszfat-pufferes glicerin, pH 7,6

Ez a puffer »ragasztd« folyadékként szolgdl az IF-lemezek ablakain a fluoreszcencia megnoveléséhez.

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

Az elhalvanyulds elleni »ragaszté« oldatok kereskedelmi forgalomban kaphaték pl. Vectashield® (Vector Laborato-
ries) vagy Citifluor® (Leica).

Pufferek a kozvetett ELISA-probéhoz

Kétszeres er6sségti bevond-puffer, pH 9,6.

Na,CO, 6,36g
NaHCO, 11,72 g
Desztillalt viz 1,00 liter

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

Szitkség esetén ndtrium-szulfit (0,2 %) adhatd hozzd antioxiddnsként az oxidélt aromds vegyiiletek kialakuldsanak
megakadalyozdsara.

10X Foszfat-pufferes séoldat (PBS), pH 7,4

NaCL 80,0g
KH,PO, 20g
Na,HPO,.12H,0 290g
KCl 20g
Desztillalt viz 1,0 liter
PBS-Tween

10x PBS 100 ml
10 % Tween 20 5ml
Desztillalt viz 895 ml

Blokkol6 (ellenanyag) puffer (frissen kell késziteni)

10X PBS 10,0 ml
Polivinilpirolidon-44000 20¢g
(PVP-44)

10 % Tween 20 0,5 ml
Tejpor 05g

Desztillalt viz egészitsiik ki 100 ml-re
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3.5.

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

Alkalikus foszfatdz szubsztrat oldat, pH 9,8

Dietanol-amin 97 ml

Desztillalt viz 800 ml

Keverjitk 6ssze, és llitsuk be pH 9,8-ra tomény HCl-lel.
Egészitsiik ki 1 literre desztilldlt vizzel.

Adjunk hozzd 0,2 ¢ MgCl,-ot.

Oldjunk fel két 5 mg-os foszfatdz szubsztrat tablettdt (Sigma) 15 ml oldathoz.

Pufferek a DASI ELISA-prébihoz

Bevonopuffer, pH 9,6

Na,CO, 1,59 g
NaHCO, 293¢
Desztilllt viz 1000 ml

Oldjuk fel az 6sszetevdket, és dllitsuk be pH 9,6-ra.

10X Foszfat-séoldat puffer (PBS) pH 7,2-7,4

NaCl 80,0 g
NaH,PO,.2 H,0 40g
Na,HPO,.12H,0 27,09
Desztilllt viz 1000 ml
PBS-Tween

10X PBS 50 ml

10 % Tween 20 5ml
Desztillalt viz 950 ml

Szubsztrat-puffer, pH 9,8

Dietanol-amin 100 ml

Desztillalt viz 900 ml

Keverjiik 6ssze, és llitsuk be pH 9,8-ra tomény HCl-lel.
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5. fiiggelék

A fert8zottségi szint meghatdrozdsa az IF- és a FISH-prébdban

Szamitsuk ki a jellemzGen fluoreszkdlé sejtek szdmdt mikroszkoplemez ablakonként (C).
C=cxS§[s

ahol S = az ablak teriilete a tobb mintahelyes lemezen

és s = a targylencse latomezdjének teriilete

s =mi’/4G’K? ahol i = litémez§ koefficiens (az okuldr tipusatol fiiggen 8-24 kozott véltozik)

K = cs6 koefficiens (1 vagy 1,25)

a targylencse nagyitdsa (100x, 40x stb.)

Szamitsuk ki a jellemzGen fluoreszkdl6 sejtek szdmat 1 ml Gjraszuszpendalt pelletben (N).

N=Cx1000fy x F

ahol  y = az Ujraszuszpendalt pellet térfogata az egyes ablakokban
és = az Ujraszuszpendalt pellet higitdsi-tényezdje
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6. fiiggelék

Validélt PCR-protokollok és reagensek

Megjegyzés: Az eldzetes vizsgdlatnak lehet6vé kell tennie 10°~10*/ml R. solanacearum sejt reprodukdlhatd kimutatdsdt a mintakivonatban.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Az el§zetes vizsgalat nem mutathat hamis pozitiv eredményeket a kivalasztott baktériumtorzsek esetében (ldsd a 3. fiiggeléket).

Seal et al. (1993) PCR-protokollja

Oligonukleotid primerek:

OLI-1 eldre haladd primer 5'-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3’
Y-2 forditott primer 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’

Vérhaté fragmentum méret az R. solanacearum DNS templdtbdl = 288 bp.

PCR reakcidelegy

Reagens Mennyiség reakcionként Végkoncentracid

Steril UPW 17,65 pl
10X PCR-puffer (1) (15 mM MgCl,) 2,5ul 1X (1,5 mM MgCl,)
dNTP elegy (20mM) 0,25 pl 0,2 mM
OLI-1 primer (20 pM) 1,25 ul 1 uM
Y-2 primer (20 pM) 1,25 ul 1 M
Taq polimerdz (5 Uful) (1) 0,1ul 05U
A minta térfogata 2,0l

Ossztérfogat: 25 pl

(") A modszer validdldsat Taq polimeraz felhaszndldsdval végezték (Perkin Elmer (AmpliTaq) és Gibco BRL).

A PCR-reakcié feltételei

Futtassuk a kovetkezd programot:

1 ciklusban: i 2 percig 96 °C-on (DNS templéat denaturdldsa)
35 ciklusban: i 20 mdsodpercig 94 °C-on (DNS templat denaturdldsa)
fi. 20 mdsodpercig 68 °C-on (primerek temperdldsa)
iv. 30 masodpercig 72 °C-on (mdsolat meghosszabbitdsa)
1 ciklusban:  v. 10 percig 72 °C-on (végsé meghosszabbitds)
Vi. tartsuk 4 °C-on

Megjegyzés:  Ezt a programot a Perkin Elmer 9600 thermal cycler-re optimalizaltdk. Mds modellek hasznalata sziikségessé teheti a
ii), iii) és iv) cikluslépések idStartamdnak megvéltoztatasat.

A fragmentum restrikcids enzim elemzése

Az R. solanacearum DNS-b6] felerSsitett PCR-termékek jellegzetes restrikcios fragmentumhossz polimorfizmust mutat-
nak Ava Il enzimmel 37 °C-on végzett inkubdlds utdn.
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2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

3.1.

Pastrik és Maiss (2000) PCR-protokolja

Oligonukleotid primerek:

Ps-1 el6re halad6 primer  5'- agt cga acg gca geg ggg g -3’
Ps-2 forditott primer 5'- ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca -3’

Viarhat6 fragmentum méret az R. solanacearum DNS templatbél = 553 bp.

PCR reakcidelegy
Reagens Mennyiség reakciénként Végkoncentracio

Steril UPW 16,025 pl
10X PCR puffer () 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (V. frakcio) (10 %) 0,25 ul 0,1%
d-nTP elegy (20mM) 0,125l 0,1 mM
Ps-1 primer (10 pM) 0,5l 0,2 uM
Ps-2 primer (10 pM) 0,5l 0,2 pM
Taq polimerdz (5U/ul) (1) 0,1pl 0,5U
A minta térfogata 5,0 ul

Ossztérfogat: 25,0 pl

(") A modszereket Taq polimerdz felhaszndldsdval validaltak (Perkin Elmer (AmpliTaq) és Gibco BRL).
Megjegyzés:  Eredetileg MJ Research PTC 200 thermocycler-re optimalizaltdk Gibco Taq polimerdzzal.
A Perkin Elmer AmpliTaq és a puffer alkalmazhaté azonos koncentréciéban.

A PCR-reakci6 feltételei

Futtassuk a kovetkezd programot:

1 ciklusban: . 5 percig 95 °C-on (DNS templdt denaturdldsa)
35 ciklusban:  ii. 30 mdsodpercig 95 °C-on (DNS templdt denaturéldsa)
ii. 30 masodpercig 68 °C-on (primerek temperaldsa)
iv. 45 mdsodpercig 72 °C-on (mdasolat meghosszabbitdsa)
1 ciklusban: ~ v. 5 percig 72 °C-on (végsé meghosszabbitds)
vi. tartsuk 4 °C-on.

Megjegyzés:  Ezt a programot MJ Research PTC 200 thermal cycler-re optimalizaltdk. Mds modellek haszndlata sziikségessé teheti a
ii., iii. és iv. cikluslépések idGtartamdnak megvaltoztatasat.

A fragmentum restrikciés enzim elemzése

Az R. solanacearum DNS-bdl felersitett PCR-termékek jellegzetes restrikcids fragmentumhossz polimorfizmust mutat-
nak Taq | enzimmel 65 °C-on 30 percig végzett inkubdlds utdn. Az R. solanacearum-specifikus fragmentumbél nyert
restrikcids fragmentumok mérete 457 bp és 96 bp.

Multiplex PCR-protokoll bels§ PCR-ellendrzéssel (Pastrik et al., 2002)

Oligonukleotid primerek:

RS-1-F el6re halad6 primer 5'- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA -3’
RS-1-R forditott primer 5'- CCC AGT CAC GGC AGA GACT -3’
NS-5-F el6re halad6 primer 5'- AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAA G -3’
NS-6-R forditott primer 5’- GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC -3’

Vérhaté fragmentum méret az R. solanacearum DNS templdtbdl = 718 bp (RS-primer készlet).

Vérhat6 fragmentum méret a 18S rRNS bels PCR ellenérzésb6l = 310 bp (NS-primer készlet).
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3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

PCR reakcidelegy

Reagens Mennyiség reakcionként Végkoncentracid

Steril UPW 12,625 pl
10X PCR-puffer (*) (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (V. frakcid) (10 %) 0,25 il 0,1%
d-nTP elegy (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
RS-1-F primer (10 pM) 2,0 ul 0,8 M
RS-1-R primer (10 pM) 2,0 ul 0,8 pM
NS-5-F primer (10 pM) () 0,15 pl 0,06 pM
NS-6-R primer (10 uM) (%) 0,15 pl 0,06 pM
Taq polimerdz (5 Uful) (1) 0,2 ul 1,0U
A minta térfogata 5,0 ul

Ossztérfogat: 25,0 pl

(") A modszereket Taq polimerdz felhaszndldsaval validdltdk (Perkin Elmer (AmpliTaq) és Gibco BRL).

(%) Az NS-5-F és az NS-6-R primerek koncentrdcidjit a burgonyagumé koldokrészébdl vett darab homogenizacios méodszerrel vég-
zett extrakcibjdra és a Pastrik-féle DNS-tisztitdsra (2000) optimalizaltdk (ldsd a VLA.6.1.a. szakaszt). A reagens koncentrdciok
Gjraoptimalizdldsdra lesz sziikség razdssal végzett extrakcio vagy eltéré DNS-izoldldsi modszerek hasznélata esetén.

A PCR-reakcié feltételei

Futtassuk a kovetkezd programot:

1 ciklusban: i 5 percig 95 °C-on (DNS templdt denaturaldsa)
35 ciklusban: i 30 masodpercig 95 °C-on (DNS templdt denaturdldsa)
fi. 30 masodpercig 58 °C-on (primerek temperdldsa)
iv. 45 mdsodpercig 72 °C-on (mdsolat meghosszabbitdsa)
1 ciklusban:  v. 5 percig 72 °C-on (végsé meghosszabbitds)
Vi. tartsuk 4 °C-on.

Megjegyzés:  Ezt a programot MJ Research PTC 200 thermal cycler-re optimalizaltdk. Mds modellek haszndlata sziikségessé teheti a
ii., iii. és iv. cikluslépések id6tartamanak megvaltoztatdsat.

A fragmentum restrikcids enzim elemzése

Az R. solanacearum DNS-bd] felerdsitett PCR-termékek jellegzetes restrikci6s fragmentumhossz polimorfizmust mutat-
nak Bsm | enzimmel vagy egy izoschizomerrel (pl. Mva 1269 1) 65 °C-on 30 percig végzett inkubdlds utdn.

R. solanacearum-biovaridns-specifikus PCR-protokoll (Pastrik et al, 2001)

Oligonukleotid primerek:

Rs-1-F el6re halad6 primer  5'- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA -3’
Rs-1-R forditott primer 5'- CCC AGT CAC GGC AGA GACT -3’
Rs-3-R forditott primer 5'- TTC ACG GCA AGA TCG CTC -3’

A vérhat6 fragmentum méret az R. solanacearum DNS templatbol:
Rs-1-F/Rs-1-R esetén = 718 bp

Rs-1-F[Rs-3-R esetén = 716 bp



2006.7.27.

Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapja

L 206/89

4.2. PCR reakcibelegy

a)

1./2. biovaridnsra specifikus PCR

Reagens Mennyiség reakciénként Végkoncentracié

Steril UPW 12,925 ul
10X PCR-puffer () 2,5ul 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (V. frakcid) (10 %) 0,25 pul 0,1%
d-NTP elegy (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Rs-1-F primer (10 pM) 2ul 0,8 uM
Rs-1-R primer (10 pM) 2ul 0,8 pM
Taq polimerdz (5 Uful) (1) 0,2l 1U
A minta térfogata 5,0 ul

Ossztérfogat: 25,0 pl
(") A modszerek Taq polimeraz felhasznaldsdval validaltdk (Perkin Elmer (AmpliTaq) és Gibco BRL).
3./4./5. biovaridnsra specifikus PCR

Reagens Mennyiség reakciénként Végkoncentracio

Steril UPW 14,925 ul
10X PCR-puffer () 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (V. frakcio) (10 %) 0,25 ul 0,1%
dNTP elegy (20 mM) 0,125l 0,1 mM
Rs-1-F primer (10 pM) 1yl 0,4 pM
Rs-3-R primer (10 pM) 1yl 0,4 pM
Taq polimerdz (5 Uful) (1) 0,2 ul 1U
A minta térfogata 5,0 ul

Ossztérfogat: 25,0 pl

(") A modszereket Taq polimerdz felhaszndldsdval validaltdk (Perkin Elmer (AmpliTaq) és Gibco BRL).

4.3. A PCR-reakcid feltételei

4.4.

Futtassuk a kovetkezd programot az 1./2. biovaridnsra- és a 3./4./5. biovaridnsra specifikus reakcioknal egyarant:

1 ciklusban: i

35 ciklusban: ii.

iii. 30 mdsodpercig 58 °C-on (primerek temperdldsa)
iv. 45 mdsodpercig 72 °C-on (mdsolat meghosszabbitdsa)
1 ciklusban:  v. 5 percig 72 °C-on (végsé meghosszabbitds)

Megjegyzés:

A fragmentum restrikcids enzim elemzése

vi. tartsuk 4 °C-on.

5 percig 95 °C-on (DNS templdt denaturdldsa)

30 masodpercig 95 °C-on (DNS templat denaturdldsa)

a ii), iii) és iv) cikluslépések idGtartamdnak megvaltoztatdsit.

Ezt a programot az MJ Research PTC 200 thermal cycler-re optimalizaltdk. Mds modellek haszndlata sziikségessé teheti

Az R. solanacearum DNS-bSl Rs-1-F és Rs-1-R primerek felhasznaldsdval felerdsitett PCR-termékek jellegzetes restrik-
ci6s fragmentumhossz polimorfizmust mutatnak Bsm I enzimmel vagy egy izoschizomerrel (pl. Mva 1269 1) 65 °C-on
30 percig végzett inkubdlds utdn. Az R. solanacearum DNS-bGl Rs-1-F és Rs-3-R primerek felhasznaldsdval felerdsitett
PCR-termékek nem rendelkeznek restrikci6s helyekkel.
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5. A betoltd puffer elkészités

5.1. Brémfenol kék (10 %-os térzsoldat)

Bromfenol kék 5¢
Desztilldlt viz (bidest) 50 ml

5.2. Betolt puffer

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

6.  10x Tris-acetit-EDTA (TAE) puffer, pH 8,0

Tris puffer 48,40 g
Jégecet 11,42 ml
EDTA (dindtrium s6) 3,72¢
Desztilllt viz 1,00 liter

Higitsuk 1x-re haszndlat el6tt.

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

7. fiiggelék

Validilt reagensek a FISH-pr6bdhoz

OLI-1-CY3 R. solanacearum-specifikus szonda: 5'-ggc agg tag caa gct acc ccc-3’

EUB-338-FITC nem-specifikus eubaktérium szonda: 5'-gct gec tee cgt agg agt-3'

2. Fixél6 oldat

[VIGYAZAT! A FIXALO PARAFORMALDEHIDET TARTALMAZ, AMELY MERGEZG. HASZNALJON KESZTYUT, ES
NE LELEGEZZE BE. TANACSOS VEGYIFULKEBEN DOLGOZNL]

i Melegitsiink 9 ml molekuldris fokozatii vizet (pl. Ultra tiszta vizet (UPW)) koriilbeliil 60 °C-ra, és adjunk hozzd
0,4 g paraformaldehidet. A paraformaldehid feloldédik 5 csepp 1N NaOH hozzdaddsa és magneses keverébottal

végzett keverés utdn.

ii. ~ Allitsuk be a pH-t 7,0-ra 1ml 0,1M foszfit-puffer (PB; pH 7,0) és 5 csepp 1IN HCl hozzdaddsival. Ellendrizziik a
pH-t indikdtorpapirral, és sziikség esetén dllitsuk be HCl-lel vagy NaOH-val. [FIGYELEM! NE HASZNALJON
PH-MEROT A PARAFORMALEDHIDET TARTALMAZO OLDATOKBAN.]

iii.  Szdrjiik 4t az oldatot 0,22 pm membransziirén, és pormentesen 4 °C-on a tovabbi hasznélatig.

3. 3x Hibmix

NaCl
Tris-HCl

EDTA (sztiréssel sterilizalt és autokldvozott)

Higitsuk 1x-re sziikség szerint.

4. Hibridizaciés oldat

1x Hibmix

Nétrium-dodecil szulfit (SDS)

Formamid
EUB 338 szonda
OLI-1 vagy OLI-2 szonda

2,7 M

60 mM (pH 7,4)

15 mM

0,01 %
30 %

5 ngfpl
5 ngful

Készitsiink nagyobb mennyiséget a hibridizacids oldatbél az 1. tabldzatban megadott értékek szerint. Mindegyik lemez-
hez (melyek 2 kiilonb6z6 mintdt tartalmaznak, és azok mdsolatait) 90 pl hibridizdci6s oldatra van sziikség. FONTOS:
A FORMAMID NAGYON MERGEZO, EZERT VISELJEN KESZTYUT, ES TEGYE MEG A SZUKSEGES

OVINTEZKEDESEKET!

1. tabldzat A hibridizdci6s elegy elkészitéséhez javasolt mennyiségek

A lemezek szdma: 1 4 6 8 10
Steril UPW 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
3x hibmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1% SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamid 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
EUB 338 szonda (100 ng/ul) 45 18,0 27,0 36,0 45,0
OLI-1 vagy OLI-2 szonda (100 ng/pl) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Ossztérfogat (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Megjegyzés: A fényérzékeny oligo-szonddkat tartalmazé oldatokat tdroljuk s6tétben — 20 °C-on.

Ovjuk a kozvetlen napfénytdl és a mesterséges fénytdl a haszndlat soran.
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5. 0,1 M Foszfit-puffer, pH 7,0

Na,HPO,
KH,PO,

Desztillalt viz

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

8,52¢g
544 ¢
1,00 liter
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8. fiiggelék
A padlizsin és a paradicsom termesztése

Vessiink el paradicsom (Lycopersicon esculentum) vagy padlizsan (Solanum melongena) vetSmagjdt pasztorizdlt vet6mag elve-
tésénél haszndlt komposztba. Ultessiik 4t a teljesen szétnyilt sziklevelekkel rendelkezd paldntdkat (10-14 nap) pasztorizalt
tenyészedénybe valo iiltetésnél haszndlt komposztba.

A padlizsin- vagy a paradicsomnévényeket tiveghdzban kell nevelni a beoltdst megel6z8en a kovetkezd kornyezeti felté-
telek mellett:

Nappalhossz: 14 6ra vagy természetes nappalhossz, ha az hosszabb;
Hémérséklet: nappali: 21-24 °C,
éjszakai:.14-18 °C
Fogékony paradicsomfajta: »Moneymaker«
Fogékony padlizsanfajta: »Black Beauty«

Beszallitok: lasd a honlapot: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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I1I. MELLEKLET

A kérosité minden olyan gyanitott el6forduldsa esetén, amikor a sztirGvizsgélat(ok) sordn pozitiv eredmény keriilt
megallapitdsra — a felsorolt névényanyag és minden egyéb eset vonatkozdsdban — a II. mellékletben meghatdrozott
vonatkozé médszereknek megfelel@en, és a gyant az emlitett modszerek befejezése révén megerdsitésre vagy eloszla-
tasra var, meg kell 6rizni és megfelelGen fent kell tartani:

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

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

és
- ateljes vonatkozé dokumentdciot, az emlitett médszerek befejezéséig.
A gumok megdrzése lehetSséget fog biztositani a fajtavizsgdlat elvégzésére, amennyiben helyénvald.
A kdrositd eléforduldsdnak pozitiv megerdsitése esetén, meg kell Grizni és megfelelGen fent kell tartani:
- az 1. bekezdésben meghatdrozott anyagokat,
és

- megfelel§ esetben a gumoé- vagy novénykivonattal beoltott, fert6zott paradicsombél vagy padlizsinbdl vett
mintat,

és
- a kdrosité izolalt tenyészetét,

legaldbb egy honapig az 5. cikk (2) bekezdése szerinti eljdrds bejelentését kovetSen.
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IV. MELLEKLET

Az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjdnak i. alpontjdban emlitett vizsgdlat elemei — amennyiben helytdllok — az aldbbiakat
foglaljak magukba:

i.

ii.

azokat a termGhelyeket,

és

ahol a kdrositoval fert6zottnek taldlt burgonydval klondlis rokonsigban dll6 burgonyit termesztenek vagy
termesztettek,

ahol a kdrositoval fert6zottnek talalt paradicsommal azonos forrdsb6l szarmazé paradicsomot termesztenek vagy
termesztettek,

ahol olyan burgonyat vagy paradicsomot termesztenek vagy termesztettek, amelyet hatdsagi ellenérzés ald helyez-
tek a kdrositd szervezet eléforduldsdnak gyantja miatt,

ahol a kdrositoval fert6zottnek taldlt termdhelyen termesztett burgonyaval klonalis rokonsdgban all6 burgonyét
termesztenek vagy termesztettek,

ahol burgonyit vagy paradicsomot termesztenek, és amelyek fert6zott terméhelyek szomszédsdgdban taldlha-
tok, beleértve az olyan termdhelyeket, ahol — kozvetleniil, vagy kozos szolgaltaton keresztiil — kozosen hasznal-
nak termelési eszkozoket és létesitményeket,

ahol barmely olyan forrdsbél szdrmaz6 felszini vizet haszndlnak ont6zés vagy permetezés céljdra, amelynél fenn-
all vagy megerdsitést nyert a kdrositoval valé fert6zottség gyandja,

ahol olyan forrdsbol szdrmazo felszini vizet haszndlnak 6ntozés vagy permetezés céljara, amely kozos hasznd-
latban van olyan termd&helyekkel, amelyeknél fenndll vagy megerdsitést nyert a kdrositéval valod fert6zottség
gyantja,

amely olyan felszini vizzel van vagy volt elontve, amelynél fenndll vagy megerdsitést nyert a kdrositoval vald
fert6zottség gyantja;

ahol megerdsitést nyert, hogy a tdbla/tabldk vagy a termdhely(ek) ontozésére vagy permetezésére haszndlt, vagy az
azokat elontd felszini vizek fert6zottek a kdrositoval.
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1.

V. MELLEKLET

A feltételezett fert6zés mértékének az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjdnak iii. alpontja és c) pontjanak iii. alpontja
szerinti meghatdrozdsanal figyelembe vett elemek:

az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjdnak ii. alpontja szerint fertézottnek mindsiild termdhelyen termesztett felso-
rolt novényanyagot,

az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjdnak ii. alpontja szerint fertézottnek mindsiilg felsorolt névényanyaggal terme-
1ési kapcsolatban 4ll6 terméhely(ek)et vagy tarolohelyeket, beleértve azokat, ahol — kozvetleniil, vagy kozos szol-
géltaton keresztiil — kozosen haszndlnak termelési eszkozoket és létesitményeket,

a felsorolt névényanyagot, amelyet az el6z8 francia bekezdésben emlitett termdhelye(ke)n termesztettek, vagy
amely jelen volt ilyen termdhelye(ke)n abban az idszakban, amikor az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjinak ii.
alpontja szerint fert6zottnek mindsiild novényanyag jelen volt az els§ francia bekezdésben emlitett
terméhelyeken,

a raktdrakat, ahol a fenti terméhelyekrél szarmazé felsorolt novényanyagot troljak,

mindazokat a gépeket, jarmtveket, hajokat, raktdrakat, vagy azok részeit, valamint minden egyéb targyat, bele-
értve a csomagol6anyagokat is, amelyek érintkezésbe keriilhettek az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjdnak ii. alpontja
szerint fert6zottnek mindsilé felsorolt novényanyaggal,

mindazt a felsorolt novényanyagot, amely az el6z6 francia bekezdésben felsorolt épitmények vagy tdrgyak barme-
lyikében tdroldsra keriilt, vagy barmelyikével érintkezésbe keriilt ezeknek az épitményeknek és targyaknak a tisz-
titdsdt és fertGtlenitését megel6zden,

az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja i. alpontjdnak megfelelGen elvégzett vizsgdlat és laboratériumi eljardsok ered-
ményeként, a burgonya esetében azokat a gumokat vagy novényeket, amelyek egyenes- vagy oldaldgi klonalis
kapcsolatban dllnak az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjdnak ii. alpontja szerint fertézottnek mindsiil§ felsorolt
novényanyaggal, illetve a paradicsom esetében azokat a novényeket, amelyek ugyanabbdl a forrdsbol szarmaz-
nak, mint az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjdnak ii. alpontja szerint fert6zottnek mindsiilé felsorolt novényanyag,
és amelyeknél agy tiinik, hogy — bar a kdrosité kimutatdsara irdnyuld vizsgdlat hozhatott negativ eredményt — a
fert6zés valdszintsithetd a klondlis kapcsolat atjan. Fajtavizsgélatra keriilhet sor a fertdzott gumok vagy nové-
nyek azonossdganak igazoldsdra,

az el6z6 francia bekezdésben emlitett felsorolt novényanyag terméhelyét/termdBhelyeit,

az olyan felsorolt novényanyag terméhelyét/termdhelyeit, melynek 6ntozéséhez vagy permetezéséhez az 5. cikk
(1) bekezdése c) pontjénak ii. alpontja szerint fertdzottnek mindsil§ vizet haszndltak,

a felszini vizzel — mely esetében megerdsitést nyert, hogy a kdrositéval fert6zott — eldrasztott tdblakon termesz-
tett felsorolt novényanyagot.

A fert6zés lehetséges terjedésének az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjanak iv. alpontja és ¢) pontjanak iii. alpontja sze-
rinti meghatdrozdsandl figyelembe vett elemek:

az 5. cikk (1) bekezdése a) pontjanak iv. alpontja szerinti esetekben:

- afelsorolt novényanyag egyéb terméhelyeinek kozelségét,

- avet6burgonya-készletek kozos termesztését és felhaszndldsit,

- a felsorolt novényanyag ontozéséhez vagy permetezéséhez felszini vizet haszndlé terméhelyeket azokban
az esetekben, amikor fenndll vagy fenndllt a veszélye, hogy a felszini viz elfolyik az 5. cikk (1) bekezdése
a) pontjanak ii) alpontja szerint fert6zottnek mindsitett termdhelyekrdl, vagy eldrasztja azokat;
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ii.

olyan esetekben, amikor az 5. cikk (1) bekezdése ¢) pontjinak ii alpontja szerint a felszini viz fert6zottnek
mindsiilt:

- afelsorolt novényanyag olyan terméhelyeit, amelyek fert6zottnek mindsitett felszini viz kozelében talalha-
tok, vagy amelyeket az ilyen felszini viz altali eldrasztds fenyeget,

—  afert8zottnek mindsitett felszini vizzel dsszekottetésben 1évé kiilonalld ontozéviz tarozdkat,
- afert6zottnek mindsitett felszini vizzel 6sszekottetésben 1évé viztomegeket, figyelembe véve:
- afert6zott viz folydsirnyat és folydsi sebességét,

- vadon él6 burgonyafélék, mint gazdan6vények jelenlétét.

3. Az 5. cikk (2) bekezdése elsS albekezdésében emlitett bejelentés részletei a kovetkezdkre terjednek ki:

kozvetlentil a kdrositd jelenlétének a II. mellékletben meghatdrozott médszerekkel végzett laboratériumi vizsgd-
lat Gtjdn tortént megerdsitése utdn, legaldbb:

- burgonya esetében,

a)  a tétel fajtaneve,

b) atipus (dru-, vets-, stb.) és — ahol alkalmazhaté — a vet6mag kategéridja,
- paradicsom esetében, a tétel fajtaneve és — ahol alkalmazhatd — a kategéria.

a 4. cikk (3) bekezdésében a feltételezett eléfordulds bejelentése tekintetében meghatirozott kovetelmények
sérelme nélkiil, a tagdllam — amelyben az el6fordulds megerdsitést nyert — amikor fenndll a veszélye mdsik tag-
allam(ok)bdl  érkez6 vagy oda szdllitott burgonya megfert6zG6désének, azonnal kozli az érintett
tagdllammal/tagdllamokkal az 5. cikk (3) bekezdésének megfelel§ informdciokat, igymint:

a)  a burgonyatétel fajtaneve;

b) afeladd és a cimzett neve és cime;

¢)  aburgonyatétel szdllitdsinak idGpontja;
d)  a szdllitott burgonyatétel mérete;

¢)  anovényutlevél mésolata vagy legaldbb a novényutlevél szdma, ahol helyénvald, valamint ahol helyénvald,

A Bizottsagot haladéktalanul értesiteni kell ezen informdci6 kozlésérdl.

4. Az 5. cikk (2) bekezdésének médsodik albekezdésében emlitett kiegészitS bejelentés részletei a kovetkezdkre terjednek ki:

Az osszes vizsgdlat lezdrdsa utdn, minden egyes esetben:

a)

a fert6zés megerdsitésének idGpontja;

a fert6zés forrasanak és lehetséges terjedésének azonositdsa céljabol végzett vizsgdlat rovid leirdsa, a szintet is
beleértve;

a fertzés azonositott vagy vélelmezett forrdsdra/forrdsaira vonatkoz6 informdacid;

a minGsitett fert6zés mértékére vonatkozo részletek, beleértve a termdhelyek szamdt és burgonya esetében, a
tételek szamdt a fajta és — vetSburgonydndl — a kategdria megjel6lésével;
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e)

a kijelolt 6vezetre vonatkozd részletek, beleértve a fertézottnek nem mindsitett, de az 6vezetbe bevont termd-
helyek szamat;

P

a viz mindsitésének részletei, beleértve a viztomeg nevét és helyét, és a mindsités/ontozési tilalom mértékét;

a fert6z6ttnek mindsitett paradicsomnovény széllitmanyok vagy tételek esetében a 200/29/EK irdnyelv 13. cikke
(1) bekezdésének ii. pontjdban eldirt okmdnyok és az ttlevélszdm, a 2000/29/EK irdnyelv V. melléklete A. része
1.2.2. szakaszdnak megfelelGen;

egyéb informdcidk a megerdsitett kitdrésre vonatkozdan a Bizottsdg esetleges igénye szerint.
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VI. MELLEKLET

A 6. cikk (1) bekezdésében emlitett rendelkezések, melyek az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja ii. alpontja szerint fer-
t6zottnek mindsitett felsorolt névényanyagra vonatkoznak, a kovetkezdk:

dllati takarmdnyként valé felhaszndlds olyan hékezelés utdn, hogy ne dllhasson fenn a kdrosité talélésének a
veszélye,

vagy

mélyre torténd eldsis egy olyan hulladék-drtalmatlanitd telepen, ahol nem 4ll fenn a veszélye a mezGgazdasdgi
teriiletekre valé dtszivargdsnak vagy olyan vizforrdsokkal vald érintkezésnek, amelyeket mezdgazdasdgi teriile-
tek ontozésére haszndlhatnak,

vagy

elégetés,

vagy

ipari feldolgozds azonnali elszdllitdssal kozvetleniil egy olyan feldolgozéiizembe, amely rendelkezik hatosdgilag
engedélyezett hulladék-drtalmatlanité berendezésekkel, melyek tekintetében megéllapitdst nyert, hogy nem 4&ll
fenn a kdrosit6 terjedésének azonosithatd veszélye, és rendelkezik egy programmal legaldbb a széllitéjarmdvek
tisztitdsara és fertStlenitésére,

vagy

egyéb intézkedések, feltéve, hogy megdllapitdst nyert, hogy nem dll fenn a kérosité terjedésének azonosithatd
veszélye; ezekrdl az intézkedésekrdl és az indokldsukrol értesiteni kell a Bizottsdgot és a tobbi tagllamot.

Barmilyen a fenti lehetGségekkel Osszefiiggd vagy azokbdl eredd fennmaradé hulladékot hatésdgilag jovahagyott mod-
szerekkel kell megsemmisiteni az irdnyelv VIL. mellékletének megfelelGen.

A felsorolt novényanyagnak a 6. cikk (2) bekezdésében emlitett megfelel§ felhaszndldsa vagy drtalmatlanitisa — az
érintett tagdllam vagy tagdllamok illetékes hivatalos szerveinek feliigyelete mellett, az illetékes hivatalos szervek kozotti
megfelel§ informaciocserével e feliigyelet mindenkori biztositdsa érdekében, és azon tagdllam illetékes hivatalos szer-
vének jovdhagydsdval az elsG és a mdsodik francia bekezdésben emlitett hulladék-drtalmatlanité berendezések vonat-
kozdsdban, ahol a burgonydt csomagoljdk vagy feldolgozzak — a kovetkezképpen torténik:

i.

ii.

burgonyagumok esetében,

- fogyasztasra szant druburgonyaként vald felhasznalds, kozvetlen szdllitdshoz és dtcsomagolds nélkiili felhasz-
naldshoz csomagolva, egy megfelel§ hulladék-drtalmatlanité berendezésekkel rendelkezé telepen. A vetd-
burgonyat csak ugyanazon a telepen lehet kezelni, ha arra elkiilonitve vagy tisztitas és fertStlenités utdn
keriil sor,

vagy

- ipari feldolgozdsra szdnt druburgonyaként vald felhasznélds, és azonnali elszdllitdsra szdnva kozvetleniil egy
olyan feldolgozé6iizembe, amely rendelkezik megfelel§ hulladék-drtalmatlanit6 berendezésekkel és egy prog-
rammal legaldbb a szdllitéjarmivek tisztitdsdra és fertStlenitésére,

vagy

- néhdny egyéb felhaszndldsi vagy drtalmatlanitdsi méd, feltéve, hogy nem 4ll fenn a kdrosité terjedésének
azonosithatd veszélye, és az emlitett illetékes hivatalos szervek jovahagydsatdl fuggGen;

egyéb novényi részek esetében, beleértve a szdr- és levélhulladékot,
- megsemmisités,
vagy

- néhdny egyéb felhaszndldsi vagy drtalmatlanitdsi mdd, feltéve, hogy nem 4dll fenn a kdrosité terjedésének
azonosithat6 veszélye, és az emlitett illetékes hivatalos szervek jovahagydsatdl fuggGen.
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4.1.

A 6. cikk (3) bekezdésében emlitett eszkozok fertdzéstSl valé mentesitésének megfelel6 modszere a tisztitds és —
amennyiben helyénval6 — a fertétlenités, oly modon, hogy ne élljon fenn a kdrosité terjedésének azonosithaté veszé-
lye, és a tagdllamok illetékes hivatalos szerveinek feliigyelete mellett végezve.

Az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja iv. alpontja és ¢) pontja iii. alpontja szerint létrehozott és a 6. cikk (4) bekezdésé-
ben emlitett kijel6lt ovezetben/ovezetekben a tagdllamok altal végrehajtandé intézkedéssorozat magdban foglalja:

Az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja ii. alpontja szerint fert6zottnek mindsitett termdhelyek esetében:

a)  védett kultirdnak az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja ii. alpontja szerint fert6zottnek mindsitett tabldjan vagy
egységében, vagy

i afertézottséget kovetd négy tenyészidgszak sordn,

- intézkedéseket hoznak az drvakelésti burgonya- és paradicsomnévények, valamint a kdrositd egyéb
gazdanovényeinek — beleértve a burgonyafélékhez tartozé gyomnovényeket — eltavolitdsa céljdbol,

és
- nem ltetnek:
- burgonyagumokat vagy -novényeket,
- paradicsomnovényeket és -vetémagokat,
- akdrosito bioldgidjanak figyelembevételével,
- egyéb gazdanovényeket,
- olyan Brassica-fajok novényeit, amelyeknél fenndll a kdrositd tilélésének azonosithaté veszélye,
- olyan kulttirdkat, amelyeknél fenndll a kdrosité talélésének és terjedésének azonosithatd veszélye,

- az el6z6 francia bekezdésben meghatdrozott idGszakot kovetd elsé burgonya- vagy paradicsomter-
mesztési évben, és azzal a feltétellel, hogy a tdbldt mentesnek taldltdk az drvakelésti burgonya- és para-
dicsomnévényektdl, valamint az egyéb gazdandvényektsl, beleértve a burgonyafélékhez tartozd
gyomnovényeket a hat6sdgi ellendrzések sordn az iiltetést megel6z8 legaldbb két egymadst kovetd
tenyészidGszakban,

- burgonya esetében csak az druburgonya-termesztés engedélyezhetd,

-  aburgonya és a paradicsom esetében a betakaritott burgonyagumokat és paradicsomokat — meg-
felel6 modon — megvizsgdljak a II. mellékletben részletezett eljardsnak megfelelGen,

- az el6z6 francia bekezdésben emlitett id@szakot kovets burgonya- vagy paradicsomtermesztési évben
és a megfelel§ vetésforgot kovetden, burgonya iiltetheté mind vets-, mind druburgonya-termesztési
céllal, valamint a burgonya és a paradicsom esetében elvégzik a 2. cikk (1) bekezdésében részletezett
hat6séagi felmérést;

vagy

il.  afertézottség évét kovetd ot tenyésziddszakon ét,

—  intézkedéseket hoznak az drvakelésti burgonya- és paradicsomnovények, valamint a kdrosité egyéb,
természetben fellelhetd, gazdandvényeinek — beleértve a burgonyafélékhez tartozé gyomnovényeket —
eltavolitdsa céljabal,

és

- az els6 hdrom évben a tabldt fekete ugaroltatjdk, vagy gabondt termesztenek rajta az azonositott
veszélynek megfelelGen, vagy dllandé legelSként hasznositjak, melyet gyakran és alacsonyan kaszal-
nak vagy intenziven legeltetnek, vagy flimagtermesztés céljara haszndljak, majd a rakovetkezd két
évben olyan novényekkel iiltetik be, amelyek nem gazdanovényei a kdrositonak, és amelyek esetében
nem 4ll fenn a kdrosité talélésének és terjedésének azonosithaté kockdzata,
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- az el6z6 francia bekezdésben meghatdrozott idészakot kévetd els6 burgonya- vagy paradicsomter-
mesztési évben, és azzal a feltétellel, hogy a tablat mentesnek taldltdk az drvakelésti burgonya- és para-
dicsomnovényektdl, valamint az egyéb gazdanovényektdl, beleértve a burgonyafélékhez tartozd
gyomnovényeket a hatdsdgi ellenérzések sordn az iltetést megel6z8 legaldbb két egymadst kovets
tenyészidgszakban,

-  burgonya esetében a vetd- vagy az druburgonya-termesztés engedélyezhetd,

- aburgonya és a paradicsom esetében a betakaritott burgonyagumokat és paradicsomokat — ahogy
megfelel — megvizsgdljak a II. mellékletben részletezett eljarasnak megfelelGen;

b) a fert6zott termGShely egyéb tdbldin és azzal a feltétellel, hogy az illetékes hivatalos szervek megbizonyosodtak
az arvakelésti burgonya- és paradicsomnovények, és a kdrositd egyéb természetben fellelhetd gazdanovényei —
beleértve a burgonyafélékhez tartozé gyomnovényeket — altal jelentett veszély megsziinésérdl:

a fert6zotté minGsités évét kovetd tenyészidGszakban, és

- vagy nem iiltetnek burgonyagumokat, vagy burgonyanovényeket, vagy valodi burgonyamagokat, vagy
a kdrosito egyéb gazdanovényeit,

vagy

- a burgonyagumok esetében, tltethetnek tanusitott vetburgonydt kizdrélag druburgonya-termesztés
céljdra,

- paradicsomnévények esetében a 2000/29/EK irdnyelv kovetelményeinek megfeleld vetémagrél ter-
mesztett paradicsomnovényeket kizdrélag termés-elGéllitds céljdra,

a fert6zotté minGsités évét kovetd masodik tenyészidGszakban,

- a burgonya esetében, veté- vagy druburgonya termesztés céljira kizdrdlag tantsitott vetGburgonyat
vagy olyan vet6burgonydt iiltetnek, amelyet hatdsdgilag bevizsgaltak a barna rothadds hidnyara nézve,
és hatdsagi feliigyelet mellett termesztették a 4.1. pontban emlitettektdl eltérd termdhelyeken,

- paradicsomnovények esetében kizdrdlag a 2000/29/EK irdnyelv kovetelményeinek megfelel§ vetGmag-
1ol termesztett paradicsomnovényeket, vagy vegetativ szaporitds esetén, az ilyen vetémagoktdl szar-
mazé és hatbsdgi feligyelet mellett a 4.1. pontban emlitettektSl eltéré helyeken termesztett
paradicsomnovényeket kell iiltetni novény- vagy termés-elGallitds céljara.

legalabb a fert6zotté nyilvanitds évét kovets harmadik tenyészidGszakban,

- a burgonya esetében, veté- vagy druburgonya termesztés céljdra kizdrélag tandsitott vetGburgonyat
vagy olyan vetéburgonyit iiltetnek, amelyet hatdsdgi feliigyelet mellett termesztettek tandsitott
vet8burgonydbdl,

- aparadicsom esetében kizarélag a 2000/29/EK irdnyelv kovetelményeinek megfelel6 magrol vagy ilyen
n6vényrdl hatdsagi feliigyelet mellett termesztett paradicsomnévények tiltethet8k novény- vagy termés-
elédllitas céljara.

a kordbbi francia bekezdésekben emlitett tenyészidészakok mindegyikében intézkedéseket hoznak az 4rva-
kelésti burgonyandvények és a kdrosité természetben fellelhets egyéb gazdandvényei eltdvolitdsa céljdbdl,
és hatdsagi vizsgélatot végeznek a fejldds novényeken a megfelel§ idSben, és burgonya esetében valamen-
nyi tdbldn hatésdgilag megvizsgdljdk a betakaritott burgonyét a II. mellékletben részletezett eljirdsnak
megfelelGen;

¢) kozvetlenill az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja ii) szerinti fert6zotté mindsités és az azt kovetd elsg tenyészidd-
szak utdn:

az Osszes gépet és tarold 1étesitményt, amely a termdhelyen taldlhato és szerepet kapott a burgonya- vagy
paradicsomtermesztésben, megtisztitjak, és — amennyiben helyénvalé — fert6tlenitik a megfelel mddszerek
felhaszndldsdval, a 3. pontban meghatdrozottak szerint,

bevezetik az ontozési és permetezési programok hatdsigi ellendrzését, beleértve azok — megfelel6 médon
val6 — tilalmdt a kdrosit6 terjedésének megakadalyozdsa érdekében;
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d)

egy védett kultdra termdhelyeinek az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja ii) alpontja szerint fert6zottnek mindsitett
olyan egységében, ahol lehetdség van a termeszt§ kozeg teljes cseréjére,

nem {ltetnek burgonyagumokat, burgonyandvényeket, valodi magot vagy a kdrosité egyéb gazdanové-
nyeit, beleértve a paradicsomnovényeket és vetémagot, csak akkor, ha a termesztési egységet hatdsagilag
feliigyelt intézkedéseknek vetették ald a kdrosité elpusztitdsa és valamennyi gazdandvényanyag eltdvolitdsa
céljdbol, beleértve — legaldbb — a termeszt§ kozeg teljes cseréjét és a szoban forgd egység és az Osszes fel-
szerelés tisztitdsdt és — amennyiben helyénval6 — fertGtlenitését, és ezt kovetSen az illetékes hivatalos szer-
vek engedélyt adtak a burgonya- vagy a paradicsomtermesztésre,

és

burgonyatermesztés esetében, a termesztést tanusitott vetGburgonydval, vagy bevizsgalt forrdsbol szarmazé
minigumokkal vagy mikronovényekkel végzik,

paradicsomtermesztés esetében kizdrélag a 2000/29/EK irdnyelv kovetelményeinek megfelel§ vet6magrol
vagy, vegetativ szaporitds esetén, ilyen magrol szdrmazé és hatdsagi feliigyelet mellett termesztett paradi-
csomnovényekkel végzik a termesztést,

bevezetik az 6ntozési és permetezési programok hatésagi ellendrzését, beleértve azok — megfelelé médon
valé — tilalmdt a kdrosito terjedésének megakaddlyozdsa érdekében.

4.2. A kijelolt 6vezeten beliil, a 4.1. pontban részletezett intézkedések sérelme nélkiil, a tagéllamok:

a)

a fert6zotté nyilvanitdst kovetGen azonnal intézkednek az ilyen telephelyen 1év6, és a burgonya- vagy paradi-
csomtermesztésbe bevont valamennyi gép és tdrolohely megtisztitdsinak és fertStlenitésének biztositdsar6l —
ahogy helyénvalé — a megfelel6 mddszerek felhasznéldsdval a 3. pontban meghatarozottak szerint;

azonnal, és a fert6zotté mindsitést kovetd legaldbb hdrom tenyészidGszakon 4t:

ba)

bb)

amennyiben a kijelolt 6vezet meghatdrozdsra keriilt az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja iv) alpontja szerint,

- illetékes hivatalos szerveik éltal biztositjdk a burgonyagumokat vagy paradicsomot termesztd, tarol6
vagy kezeld telephelyek feliigyeletét, azon telephelyek feliigyeletével egyiitt, amelyek burgonya- vagy
paradicsomtermesztéshez haszndlt gépeket tizemeltetnek szerzédéses alapon,

- megkovetelik, hogy az adott dvezeten beliil barmiféle burgonyatermesztés céljara kizdrélag tandsitott
vetGburgonydt vagy hatdsagi feliigyelet mellett termesztett vetéburgonydt haszndljanak, és hogy beta-
karitds utdn az 5. cikk (1) bekezdése a) pontja iii) alpontja szerint feltehetSen fert6zottnek mindsitett
termGhelyen termesztett vetSburgonyat laboratoriumi vizsgalatnak vessék ald,

- megkovetelik a betakaritott vet6burgonya készleteknek az druburgonya készletektd! elkiilonitett keze-
1ését az Gvezeten beliili dsszes telephelyen, vagy a vetburgonya és az druburgonya készletek kezelése
kozotti tisztitdsra és — amennyiben helyénvald — ferttlenitésre szolgdlo program lebonyolitasat,

-  megkovetelik, hogy az adott Gvezeten beliil kizdrdlag a 2000/29/EK irdnyelv kovetelményeinek meg-
felels vetGmagrol vagy, vegetativ szaporitds esetén, ilyen magrol szdrmazo és hatdsagi feliigyelet mel-
lett termesztett paradicsomnovényeket iiltessenek valamennyi paradicsomnovény esetében,

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

amennyiben valamely felszini vizet fert6zottnek mindsitettek az 5. cikk (1) bekezdése c) pontja ii) alpontja
szerint, vagy a kdrosit lehetséges terjedésének elemei kozé soroltdk az V. melléklet 2. pontjanak
megfelelGen,

- éves felmérést végeznek a megfelel§ id6ben, amely magédban foglalja a felszini vizbdl és — amennyiben
helyénval6 — a vonatkozé vizforrdsokban taldlhatd, burgonyafélékhez tartozé gazdanovényekbdl tor-
téné mintavételt és a felsorolt novényanyagra és az egyéb esctekre a II. mellékletben meghatdrozott
vonatkozé mddszereknek megfelelGen végzett laboratériumi vizsgdlatot,
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hatésagi feliigyeletet vezetnek be az ont6zési és permetezési programokra, beleértve a fert6zéttnek
mindsitett viznek a felsorolt névényanyag és — amennyiben helyénvald — egyéb gazdanovények onto-
zéséhez vagy permetezéséhez val6 felhasznaldsinak tilalmdt a kdrosito terjedésének megakadalyozasa
érdekében. Ezt a tilalmat feliilvizsgdlhatjdk a szoban forgé éves felmérés eredményei alapjdn, és a ming-
sitéseket visszavonhatjdk, amennyiben az illetékes hivatalos szervek megbizonyosodtak arrdl, hogy a
felszini viz mar nem fert6zott. A tilalom alatt dll6 viz felhaszndldsat engedélyezhetik — hatdsagi felii-
gyelet mellett — a gazdanévények 6ntozésére vagy permetezésére, amennyiben hat6sdgilag engedélye-
zett technikdkat alkalmaznak, melyek elpusztitjék a kdrositét, és megakadalyozzdk a terjedését,

a kdrositoval fert6zott szilard vagy folyékony hulladék kibocsdtdsa esetén, hatdsagi ellendrzést vezet-
nek be a felsorolt noévényanyagot kezel@ ipari feldolgozd- vagy csomagoldiizemek dltal kibocsatott
szildrd vagy folyékony hulladék drtalmatlanitdsdra vonatkozdan;

kialakitanak egy programot — amennyiben helyénval6 — a teljes vetGburgonya-készletnek megfelel§ idGtartam

alatt torténd lecserélésére.
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VII. MELLEKLET

A VI melléklet (1) bekezdésében emlitett hatésagilag jovahagyott hulladékelhelyezési modszereknek eleget kell tenniiik az
alabbi rendelkezéseknek, hogy megel6zzék a kdrosito terjedésének barmilyen azonosithatd veszélyét:

burgonya- és paradicsomhulladék (beleértve a kiselejtezett burgonyét és burgonyahéjat, valamint a paradicsomot) és
barmilyen egyéb, a burgonyahoz és paradicsomhoz kapcsolddo szilard hulladékot (beleértve a talajt, koveket és egyéb
tormeléket) vagy

olyan hatésdgilag engedélyezett, erre a célra rendelt hulladékleraké telepen kell elhelyezni, ahol nem 4ll fenn a
kérokozo kornyezetbe jutdsdnak azonosithaté veszélye, pl. a mez§gazdasdgi teriiletekre vald dtszivargdssal vagy
mez@gazdasagi teriiletek ontozésére haszndlhaté vizforrdsokkal vald érintkezéssel. A hulladékot biztonsigos
koriilmények kozott kozvetleniil a lerakShelyre kell szdllitani, oly médon, hogy ne alljon fenn a hulladék elve-
szitésének veszélye,

vagy
elégetés,

vagy

egyéb intézkedések, feltéve hogy megillapitdst nyert, hogy nem éll fenn a kérosité terjedésének azonosithatd
veszélye; ezekrdl az intézkedésekrdl értesiteni kell a Bizottsdgot és a tobbi tagdllamot;

technoldgiai szennyviz: az elhelyezést megel6z&en a lebegd szildrd anyagokat tartalmazd szennyvizet sziirési vagy
tilepitési eljardsnak kell aldvetni e szildrd anyagok eltdvolitdsa érdekében. Ezeket a szilird anyagokat az i. albekezdés-
ben foglaltak szerint kell elhelyezni.

A folyadékot ezt kovetden vagy:

ugy kell hdkezelni az elhelyezést megel6zéen, hogy a szennyviz minden részében a hémérséklet 30 percen
keresztiil legaldbb 60 °C legyen,

vagy

egyéb olyan hatdsdgilag engedélyezett és hatdsdgilag feliigyelt modon kell elhelyezni, amelynél nem 4ll fenn a
hulladék mez@gazdasagi teriilettel vagy a mezGgazdasdgi teriilet ontozésére felhasznalhaté vizforrdsokkal vald
érintkezésének azonosithatd veszélye. Ennek modozatairdl értesiteni kell a tobbi tagdllamot és a Bizottsdgot.

Az e mellékletben meghatdrozott rendelkezéseket kell alkalmazni a fert6zott tételek kezelésére, elhelyezésére és feldolgo-
zdsdra vonatkozodan is.»



