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Приложение № 13

к Постановлению Правительства № 558 

от 22 июля 2011 г.

МЕРЫ

по борьбе с бактериальной кольцевой гнилью 

 картофеля в Республике Молдова

Меры по борьбе с бактериальной кольцевой гнилью картофеля в Республике Молдова излагают Директиву Совета 93/85/ЕЕС от 4 октября 1993 г. по борьбе с бактериальной кольцевой  гнилью картофеля, опубликованную в Официальном журнале L 259 от 18 октября 1993 г., и Директиву Комиссии 2006/56/ЕC от 12 июня 2006 г. об изменении приложений к Директиве Совета 93/85/ЕЕС, опубликованную в Официальном журнале  L 182 от 7 июля 2006 г.

1. Меры по борьбе с бактериальной кольцевой гнилью картофеля в Республике Молдова (в дальнейшем – Меры) устанавливают минимально необходимые действия, которые должны быть предприняты для борьбы с распространением в Республике Молдова бактерии Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al. (в дальнейшем – организм).
2. В настоящих Мерах и в соответствии со статьей  2 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года используются следующие термины:

контрольная мера – любое действие, которое должно быть предпринято органом фитосанитарного контроля в целях локализации, предотвращения появления и распространения организма и для его ликвидации;
организм – бактерия Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al.
3. Орган фитосанитарного контроля  на основании положений статьи  4 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года, осуществляет систематические официальные проверки по выявлению организма на клубнях и на растениях картофеля (Solanum tuberosum L.), происходящих от территориальных подразделений, для подтверждения его отсутствия.

4. В целях осуществления  контроля клубней отбираются пробы семенного картофеля, желательно из партий, находящихся на хранении, и подвергаются официальному лабораторному тестированию, или официальному мониторингу, с использованием метода, изложенного в приложении № 1 к настоящим Мерам для выявления и диагностики организма на основании статей  8 и 9 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года. При необходимости осуществляются официальные визуальные проверки или ведется официальный мониторинг через разрезы других проб клубней.
5. Для растений осуществляются проверки в соответствии с установленными методами, а образцы подвергаются официальному тестированию или официальному мониторингу на основе положений статей 8 и 9 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года.

6. Количество, происхождение, стратификация и период отбора проб  определяются органом фитосанитарного контроля на основе научной информации и статистических принципов, а также биологии организма, с учетом существующей системы производства картофеля.

7. О подозрении на возникновение или на подтверждение наличия организма в растениях или в клубнях картофеля или в убранных клубнях, складированных или реализованных в радиусе деятельности территориальных подразделений, докладывается органу фитосанитарного контроля.
8. В случае появления подозреваемого организма орган фитосанитарного контроля отбирает пробы и обеспечивает проведение официальных лабораторных тестов или официальных контролируемых исследований, с использованием метода, установленного в приложении    № 1 к настоящим Мерам, и в соответствии с условиями, указанными в пункте 1 приложения № 2 к настоящим Мерам, с целью подтверждения или опровержения факта появления подозреваемого организма. В случае подтверждения присутствия организма применяются положения, установленные в пункте 2 приложения № 2 к настоящим Мерам.
9. Орган фитосанитарного контроля в целях подтверждения или опровержения появления подозреваемого организма  на основании положений статьи  12 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года в случае:

1) обнаружения визуальных диагностических подозрительных симптомов, указывающих на наличие болезни;

2) установления положительного результата ммунофлуоресцентного теста, как указано в приложении № 1 к настоящим Мерам, или положительного результата другого адекватного теста,
предпринимает следующие действия:

1) запрещает перемещение всех партий или транспортных единиц, из которых были взяты пробы, которое может осуществляться только под официальным контролем и при условии, что нет никакого идентифицированного риска распространения организма;
2) применяет необходимые меры для выявления происхождения предполагаемого подозрения;

3) вводит соответствующие дополнительные меры предосторожности, обоснованные степенью предполагаемого риска, для предотвращения любого распространения организма. Данные меры будут включать официальный контроль за перемещением любых клубней или растений, с учетом или без учета любой предпосылки, ассоциируемой с появлением подозрения.

10. В случае, когда результаты лабораторных исследований, проводимых официально, или результаты официального мониторинга, в соответствии с методом, установленным в приложении № 1 к настоящим Мерам, подтверждают присутствие организма в пробе клубней, растений или частей растений, орган фитосанитарного контроля, принимая во внимание фундаментальные научные принципы, биологию организма и частные системы производства, реализации и переработки, предпринимает следующие действия:

1) объявляет зараженными клубни или растения, транспортные единицы/или партию, а также оборудование, автотранспорт, контейнеры, хранилища или их части и любые другие объекты, включая упаковку, из которых была отобрана проба и, при необходимости, место или соответственно места производства, а также поле или соответственно поля,  с которых были собраны клубни или растения;

2) устанавливает, с учетом положений пункта 1 приложения № 3 к настоящим Мерам, степень распространения возможного заражения в контакте с декларированными зараженными элементами до или после сбора урожая, или путем взаимодействия продукции с установленным заражением;

3) разграничивает зону определения вероятного заражения и возможного распространения организма, в соответствии с положениями пункта 2 приложения № 3 к настоящим Мерам.

11. В соответствии с положениями пункта 3 приложения № 3 к настоящим Мерам в случае любого заражения, установленного в соответствии с подпунктом 1) пункта 10, и  демаркации зоны в соответствии с подпунктом 3) пункта 10  настоящих Мер предпринимаются следующие меры:

1) орган фитосанитарного контроля извещает центральный публичный орган в области сельского хозяйства и свои территориальные  подразделения о любом установленном заражении и деталях демаркации зоны. Детали данной информации  используются для внутреннего пользования;
2) после извещения, предусмотренного пунктом 11 и рассмотрения элементов, перечисленных в извещении, необходимо, чтобы территориальные подразделения органа фитосанитарного контроля, указанные в данном сообщении, применяли, по мере необходимости, положения подпунктов 1), 2) и 3) пункта 10.
12. В случае, когда клубни или растения были объявлены зараженными в соответствии с подпунктом 1) пункта 10, тестирование, предусмотренное в пункте 8, осуществляется в отношении всего складированного картофеля, который имеет родственные клоны с зараженным. Тесты проводятся на количестве клубней или растений, необходимом для определения вероятного источника первичной инфекции и вероятного распространения заражения, преимущественно - по степени риска.

13. В результате тестирования при необходимости объявляется о заражении и  определяется степень распространения вероятного заражения и демаркация зоны в соответствии с подпунктами 1), 2) и 3) пункта 10.
14. Клубни или растения, объявленные зараженными в соответствии с подпунктом 1) пункта 10, не могут высаживаться и под официальным контролем  на основании положений части (4) статьи 12 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине  № 228 от 23 сентября 2010 года должны:

1) уничтожаться, или

2) утилизироваться другим способом в рамках одного или нескольких мероприятий под официальным контролем, в соответствии с пунктом 1 приложения № 4 к настоящим Мерам, если установлено, что не существует  ни одного идентифицированного риска распространения организма.

15. Клубни или растения, объявленные зараженными в соответствии с подпунктом 2) пункта 10 настоящих Мер, не могут быть высажены и независимо от результатов тестирования  партии,  которые имеют родственные (клональные) связи с ними, утилизируются или удаляются адекватным способом в соответствии с пунктом 2 приложения № 4 к настоящим Мерам, под официальным контролем, таким образом, чтобы гарантировалось отсутствие идентифицированного риска распространения организма в соответствии с положениями части (4) статьи 12 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года.

16. Все оборудование, транспортные средства, контейнеры, складские помещения, их части или любые другие объекты, включая упаковочные материалы, объявленные зараженными в соответствии с подпунктом 1) пункта 10 или рассматриваемые как возможно зараженные в соответствии с подпунктом 2) пункта 10 должны уничтожаться или очищаться и обеззараживаться, с использованием соответствующих методов, указанных в пункте 3 приложения № 4 к настоящим Мерам. После дезинфекции данные предметы уже не считаются  зараженными.

17. Без ущерба для положения пунктов 14, 15 и 16 настоящих Мер, осуществляются различные меры в соответствии с подпунктом 3) пункта 10 и применяются меры, установленные в пункте 4 приложения № 4 к настоящим Мерам.

18. Семенной картофель должен соответствовать требованиям к семенному материалу и происходить непосредственно из материала, полученного в рамках официально утвержденной программы,  который был объявлен свободным от организма в результате проведенных официальных тестов или официального мониторинга, с использованием метода, изложенного в приложении № 1 к настоящим Мерам.

19. Указанные  выше тесты осуществляются:

1) в случае, когда заражению подвергается семенной картофель, в отношении растений первичной клональной селекции;

2) в других случаях, либо на растениях первичной клональной селекции, либо на репрезентативных пробах семенного картофеля базисной категории  или из предыдущих поколений.

20. Хранение и манипуляции с организмом запрещены

21. Положения пунктов 12, 13, 14 и 20 настоящих Мер не применяются  при осуществлении экспериментальных или научных целей и для   работ по селекции сортов, при условии, что данные отступления не будут препятствовать мерам по борьбе с организмом и не создают никакого риска его распространения.

          Приложение № 1

к Мерам по борьбе с бактериальной 

кольцевой гнилью картофеля 
в Республике  Молдова

Протокол тестирования для  диагностики, выявления и идентификации агента, вызывающего бактериальную кольцевую гниль картофеля, - Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spieckermann şi Kotthoff) Davis et al.

1. Настоящий Протокол тестирования применяется для:

1) диагностики кольцевой гнили на клубнях и растениях картофеля;

2) выявления Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus на образцах клубней и растений картофеля;

3) идентификации Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (далее «C.m.ssp. sepedonicus»).

Применяются следующие общие принципы:

1) оптимизированные протоколы для разных методов, утвержденные  реагенты и методы подготовки необходимого материала для тестов и контроля приведены в приложениях к настоящему приложению. В приложении А к настоящему приложению  представлен список лабораторий, уполномоченных для оптимизации и подтверждения протоколов;
2) так как протоколы предусматривают обнаружение вредного организма, который необходимо подвергнуть карантину, и включают использование жизнеспособных культур C. м. ssp sepedonicus как контрольного материала, процедуры необходимо проводить в адекватных карантинных условиях, с соответствующим лабораторным оборудованием по утилизации отходов и  согласно положениям Постановления Правительства № 356 от 31 мая 2012 г. «Об утверждении некоторых  нормативных актов для реализации Закона № 228 от 23 сентября  2010 года о защите растений и фитосанитарном карантине»; 
 3) параметры тестирования должны обеспечивать выявление последовательного и воспроизводимого уровня C. м. ssp sepedonicus до установленных пороговых значений для селекционных методов; 

4) необходима точная подготовка положительных  контролей;
5) осуществление тестов в зависимости от требуемых порогов включает также установку правильных параметров, обслуживание и калибровку оборудования, передвижение и тщательное консервирование реагентов и всех мер по предотвращению заражения между образцами, например, разделение положительных контролей от тестируемых образцов. Должны применяться правила контроля качества во избежание появления любых ошибок, особенно административного характера, при этикетировании и  в документации;
6) появление подозрения на возникновение очага в соответствии с пунктом 9 настоящих Мер влечет за собой положительную реакцию диагностических тестов или тестов на обнаружение, проводимых на одной пробе, как показано на диаграммах;
7)в случае, если первый тест на обнаружение иммунофлюоресценции (IF) или на обнаружение Polimerarase Chain – Reaction) полимеразно-цепной реакции  (в дальнейшем – PCR)/ флуоресцентной  гибридизации in situ (в дальнейшем – FISH) является положительным, и существует подозрение о заражении C. м. ssp sepedonicus, необходимо выполнить второй тест на обнаружение.  В случае, если и второй тест на обнаружение является положительным, подозрение является подтвержденным (подозреваемый случай) и тесты должны продолжаться в соответствии с протоколом. В случае, когда второй тест на обнаружение является отрицательным, то проба считается не зараженной C. м. ssp sepedonicus;
8) положительная реакция теста по иммунофлюоресценции (IF), указанная в пункте 9 настоящих Мер, определяется как положительная реакция на тест иммунофлюоресценции, если подтверждается вторым тестом на обнаружение (PCR / FISH);
9) подтверждение наличия, указанного в пункте 10 настоящих Мер, предполагает выделение и идентификацию чистой культуры C. м. ssp sepedonicus с подтверждением патогенности.

1. Представление функциональной диаграммы

1.1. Протокол для обнаружения в целях диагностики бактериальной кольцевой гнили картофеля на клубнях и на растениях картофеля, имеющих  симптомы болезни
Процедура тестирования относится к картофельным клубням и растениям, имеющим характерные симптомы бактериальной кольцевой гнили или в отношении которых имеется подозрение о присутствии данного заболевания. Процедура предусматривает ускоренный тест по обнаружению, изоляцию патогенного организма,  исходя из инфицированной сосудистой ткани на диагностических средах и, в случае положительного результата, идентификация культуры как C. м. ssp sepedonicus.
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(1) Симптомы описаны в разделе 2 настоящего приложения.

(2) Адекватными тестами являются:

тест по иммунофлюоресценцию (раздел 4);

тест PCR (раздел 6);

тест FISH (раздел 5).

(3) Несмотря на то, что изоляция путем разбавления и посева на культурных средах патогенного возбудителя, происходящего из растительного материала,  который представляет характерные симптомы, является простой задачей, внедрение в культуру может потерпеть неудачу на поздних стадиях инфекции. Существует риск, что сапрофитные бактерии, которые развиваются на пораженной ткани, будут размножаться гораздо быстрее, чем  патогенный микроорганизм или подавлять его развитие в среде изоляции. Поэтому рекомендуется использовать одновременно как неселективные, так и селективные среды, предпочтительно типа MTNA (раздел 8) или прибегнуть к биологическому тесту (раздел 7).

(4) Морфологический профиль, характерный для одной колонии, представлен в разделе 8.

(5) Если тест изоляции отрицательный, несмотря на наличие симптомов болезни, следует повторить изоляцию.

(6) Можно идентифицировать чистую культуру С.т.  sepedonicus, используя тесты, перечисленные в разделе 9.

(7) Тест для патогенов описан в разделе 10.

1.2. Протокол выявления и идентификации Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus на бессимптомных образцах клубней картофеля 

Процедура тестирования предусматривает выявление латентных инфекций клубней картофеля. Любой  положительный результат не менее двух тестов на выявление, основанных на разных биологических принципах, необходимо дополнить изоляцией патогенного организма, с последующей изоляцией характерных колоний и подтверждением чистой культуры C.m.ssp. sepedonicus. Положительный результат одного из тестов на выявление недостаточен для того, чтобы признать пробу подозрительной.

Тесты на выявление и тесты изоляции должны охватывать пороги выявления в пределах 103 и 104 клеток/мл концентрированного экстракта в восстановленной суспензии, добавленного в качестве положительного контроля в каждую серию тестов. 
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(1) Величина стандартной пробы составляет 200 клубней, хотя процедура может быть применена  и к  меньшим  пробам, в случае, когда  не хватает 200 клубней.

 (2) Экстракция патогенного организма и методы концентрации описаны в разделе 3.1.

 (3) Если не менее двух тестов, основанных на разных биологических принципах, являются положительными, необходимо провести их изоляцию и подтверждение.  Проводится не менее одного теста на выявление. В случае, если данный тест отрицательный, проба считается отрицательной. В случае, если тест положительный, необходимо провести не менее одного второго теста на выявление, основанного на разных биологических принципах, для проверки первого положительного результата. В случае, если второй или последующие тесты отрицательные, проба считается отрицательной. В этом случае нет необходимости проведения других тестов.

 (4) Тест на иммунофлуоресценцию (IF).

Используется всегда поликлональное антитело для теста на иммунофлуоресценцию. Можно получить более высокую специфичность (см. раздел 4), ассоциируя к указанному антителу дополнительные моноклональные антитела.

 (5) Тест PCR – используются реактивы и протоколы PCR, подтвержденные в соответствующем порядке (см. раздел 6).

 (6) Тест FISH – используются утвержденные  реактивы и протоколы (см. раздел 5).

 (7) Селективная изоляция – ассоциированная с использованием среды MTNA или NCP-88 с разбавлениями 1/100 концентрированного экстракта в восстановленной суспензии, селективная изоляция, в большинстве случаев, является хорошим методом прямой изоляции C.m. ssp.sepedonicus. Характерные колонии можно получить в период от трех до десяти дней после посева. Тогда можно произвести очистку и идентификацию патогенного агента. Для полного использования возможностей предоставляемых данным тестом, необходимо подготовить с большой осторожностью картофельные конусы, отобранные со столона для предотвращения заражения вторичными бактериями клубней, являющимися конкурентными организмами для C.m. ssp.sepedonicus в среде культуры и способные подменить указанный патогенный агент. В случае неудачи теста посева необходимо проводить изоляцию на основании растений, использованных для биологического теста (см. раздел 8).

(8) Биологический тест используется для изоляции  C.m. ssp.sepedonicus на базе экстрактов картофеля путем селективного обогащения в среде баклажан (Solanum melongena). Необходимы оптимальные условия для инкубации в соответствии со спецификациями данной процедуры. Бактерии с ингибиторным эффектом для  C.m. ssp.sepedonicus в среде  MTNA или NCP-88 не способны повлиять на проведение указанного теста  (см. раздел 7).

(9) Морфологический профиль характерной колонии приведен  в разделе 8.

(10) Посев культуры или биологические тесты представляют риск неудачи из-за конкуренции или ингибиторного эффекта бактерий сапрофитов. В случае, когда тесты на выявление дают положительные результаты, а тесты на изоляцию отрицательные, необходимо повторить тесты на изоляцию на том же экстракте или при помощи сосудистых тканей, отобранных вблизи столона с обрезанных клубней из той же пробы, и, при необходимости, протестировать дополнительные пробы.

(11) Можно идентифицировать жизнеспособность чистых культур предполагаемых изолятов  C.m.ssp. sepedonicus, с использованием  тестов, указанных в разделе 9.

(12) Тест на патогенность приведен  в разделе 10.

1.3. Протокол на выявление и идентификацию Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus на асимптотических пробах растений картофеля
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(1) См. раздел 3.2 для рекомендуемой величины проб.

(2) Экстракция патогенного организма и методы концентрирования изложены в разделе 3.2.

(3) В случае, если не менее двух тестов, основанных на разных биологических принципах,  являются положительными, необходимо провести изоляцию и подтверждение.

Осуществляется не менее одного теста на выявление. В случае, если данный тест отрицательный, проба считается отрицательной. В случае, если данный тест положительный, необходимо проведение не менее одного второго теста на выявление, основанного на разных биологических принципах, для проверки первого положительного результата. Если второй или последующие тесты отрицательные, проба считается отрицательной. В этом случае нет необходимости проведения других тестов.

(4) Тест на селективную изоляцию и морфологический профиль характерной колонии представлены в разделе 8.

(5) Тест IF изложен в разделе 4.

(6) Тест PCR изложен в разделе 6.

(7) Тест FISH изложен в разделе 5.

(8) Биологический тест изложен в разделе 7.

(9) Посев культуры или биологические тесты представляют риск неудачи из-за конкуренции или ингибиторного эффекта бактерий сапрофитов. В случае, когда тесты на выявление дают положительные результаты, а тесты на изоляцию отрицательные, необходимо повторить тесты на изоляцию и, при необходимости, провести тестирование дополнительных проб.  

(10) Можно идентифицировать жизнеспособность чистых культур предполагаемых изолятов C.m. ssp.sepedonicus, используя тесты, указанные в    разделе 9.

(11) Тест на патогенность изложен в разделе 10.

2. Визуальное исследование симптомов бактериальной кольцевой гнили

2.1. Растения картофеля

В условиях европейского климата редко можно наблюдать симптомы на местности, а когда они появляются, это случается только в конце сезона. Часто симптомы маскируются под симптомы других заболеваний, механических повреждений, старения или могут быть спутаны с ними. Симптомы могут легко остаться незамеченными в момент проверки на месте. Симптомы увядания, в отличие от симптомов, характеризующих бактериальную кольцевую гниль, могут очень сильно разниться. В основном, первая на деле прогрессирует медленно и первоначально ограничивается кромками листьев.

Молодые инфицированные листья часто продолжают расти, но в инфицированных местах отстают в росте, из-за этого соответствующие листья приобретают неправильную форму. Листья с пораженными сосудистыми тканями, расположенные в нижней части стебля, имеют на своей поверхности межреберные хлоротические пятна желтого или оранжевого цвета. Случается, что инфицированные части листа, листья, а также инфицированные побеги погибают. Часто листья и клубни уменьшаются только в размерах. Иногда наблюдается атрофирование растений.

2.2. Клубни картофеля

1) Первые симптомы бактериальной кольцевой гнили чаще наблюдаются вблизи столона и представляют слегка стекловидный или просвечивающий вид ткани, без умягчения вокруг сосудистой системы. Сосудистое кольцо у столона имеет более темную окраску, чем обычно. Первыми легко идентифицируемыми  симптомами являются желтый цвет сосудистого кольца и вытекание  из сосудов творожноподобной массы при легком надавливании на клубень.

Этот экссудат содержит миллионы бактерий. Возможно потемнение сосудистой ткани. На этой стадии клубень имеет те же симптомы, что и при бактериальном увядании при Ralstonia solanacearum. В первой фазе симптомы могут ограничиваться  частью кольца, которая необязательно находится возле столона, после чего постепенно распространяются по всему кольцу. По мере прогрессирования инфекции сосудистые ткани уничтожаются, а поверхностный кортекс может отделиться от внутреннего кортекса. На прогрессирующих стадиях инфекции на поверхности клубня появляются трещины с краями красно-коричневого цвета. Во многих случаях, недавно наблюдаемых в Европе, констатировалось одновременное гниение центрального кортекса и сосудистого кольца, ведущее за собой вторичное заражение с внутренним проеданием и некрозом. Вторичное грибковое или бактериальное заражение может замаскировать симптомы и очень трудно, а иногда невозможно отличить прогрессирующие симптомы бактериальной кольцевой гнили от симптомов других гнилей клубней. Нельзя исключать и асимптоматические формы.

3. Подготовка пробы

3.1. Клубни картофеля

Величина стандартной пробы составляет 200 клубней для одного теста. Более интенсивная выборка пробы предполагает больше тестов на стандартных пробах. Большее количество клубней в пробе ведет к задерживанию или более трудному интерпретированию результатов. В случае, когда не имеется такого большого количества клубней, процедура может применяться без затруднения к более мелким пробам, составляющим  менее 200 клубней.

Утверждение всех методов для выявления, излагаемых в дальнейшем,  основывается на тестах, проведенных на пробах, состоящих из 200 клубней.

Экстракт картофеля, описанный ниже, может быть использован  и для выявления наличия бактерии - возбудителя бурой гнили картофеля  Ralstonia solanacearum.

Факультативная предварительная обработка при приготовлении пробы предполагает осуществление следующих действий:

1) клубни моются, с применением между пробами дезинфектантов (хлорные соединения, при необходимости применения теста PCR для удаления патогенной дезоксирибонуклеиновой кислоты и соответствующих промывочных растворов). Указанная процедура мытья является целесообразной (но не обязательной), в частности для проб, содержащих комочки земли в большом количестве, и в случае, когда необходимо произвести тест PCR или процедуру прямой изоляции;
2) клубни высушиваются на воздухе.
3.1.1. С помощью скальпеля или чистого и продезинфицированного ножа для овощей чистится от кожуры каждый клубень на уровне столона до появления сосудистой ткани.
Внимательно отрезается маленький конус сосудистой ткани на уровне столона, с осторожностью, чтобы захватывалось как можно меньше несосудистой ткани. 

При необходимости, ставятся и тестируются отдельно клубни с подозрительными симптомами бактериальной кольцевой гнили.

В случае, когда наблюдаются подозрительные симптомы бактериальной кольцевой гнили в момент вырезания конуса из столона, необходимо после его вырезания провести визуальный осмотр клубня вблизи столона. Любой вырезанный клубень, имеющей подозрительные симптомы, необходимо пропитать субериной в течение двух дней при комнатной температуре, затем хранить в условиях карантина (при температуре от 4 до 10 ºС) до проведения всех тестов. Все клубни пробы (в том числе имеющие подозрительные симптомы) необходимо хранить в соответствии с приложением № 2 к настоящим Мерам.
3.1.2. Конусы столонов собираются в новые закрывающиеся сосуды одноразового использования, которые можно закрывать и/или опечатывать (если применяются использованные сосуды, они должны быть полностью очищены и продезинфицированы с использованием хлорных соединений). Желательно, чтобы обработка клубней производилась немедленно. В противном случае, конусы складываются в сосуд без добавления буфера и либо замораживаются на период менее 72 часов, либо хранятся при температуре окружающей среды на период менее 24 часов. Высушивание и пропитывание субериной, а также развитие сапрофитов в момент хранения конусов может помешать выявлению агента, ответственного за бактериальную кольцевую гниль.  

3.1.3. Конусы столона обрабатываются с применением одной из последующих процедур:

1) конусы столонов заливаются буфером для экстракции в достаточном количестве (около 40 мл) (см. приложение С к настоящему приложению) и помещаются во вращающий смеситель (от 50 до 100 об/мин) на 4 часа при температуре менее 24 ºС или на 16-24 часа в случае замораживания; или
2) столоны гомогенизируются при помощи достаточного количества буфера для экстракции (около 40 мл) (см. приложение С к настоящему приложению), либо миксером, либо дроблением их резиновым молотком или другим соответствующим приспособлением для дробления в опечатанном одноразовом мешочке для мацерации размером 150мм× 250мм, стерилизованном ионизирующими излучениями.

Существует высокий риск скрещенного заражения проб при их гомогенизации миксером. Необходимо принять меры предосторожности во избежание испарения или пролива во время процесса экстракции. Необходимо использовать свежестерилизованные ножи для миксера и сосуды для каждой пробы. В случае применения теста PCR необходимо избегать любого переноса ДНК в сосудах или приспособлениях для дробления. В случае применения теста PCR рекомендуется проводить дробление в мешочках и трубках одноразового пользования.
3.1.4. Декантируется супернатантная жидкость. Если жидкость очень мутная, ее необходимо осветлить центрифугированием на уменьшенной скорости (максимум 180 g в течение 10 минут, при температуре 4-10 °C) или фильтрованием в вакууме (40-100 µl), промывая дополнительно фильтр буфером для экстракции (10 мл) (см. приложение С к приложению №1 к настоящим Мерам).

3.1.5. Бактериальная фракция концентрируется путем центрифугирования при скорости  7 000 g  в течение 15 минут (или 10 000 g в течение 10 минут) при температуре 4-10 °C, с последующим удалением супернатантной жидкости без взбалтывания осадка.
3.1.6. Осадок восстанавливается в суспензию путем добавления 1,5 мл буфера (см. приложение С к приложению №1 к настоящим Мерам). Для проведения тестов  C.m.ssp. sepedonicus используется 500 μl, 500 μl для тестов Ralstonia solanacearum и 500 μl для контрольной цели. Добавляется стерильный глицерин с конечной концентрацией  10-25 %  (от объема) к 500 μl с контрольной аликвоты и к другой оставшейся аликвоте для теста, взбалтываются и ставятся на хранение при температуре от –16 до –24 °C (недели) или от –68 до  –86 °C (месяцы). Во время проведения тестов аликвоты хранятся при температуре 4-10 °C.
Не рекомендуется повторное замораживание и размораживание.

В случае, когда экстракт необходимо транспортировать, обеспечивается его отправка в холодильной лари в срок до 24-48 часов.
3.1.7. Во избежание заражения необходимо, чтобы все положительные контрольные образцы и все пробы на C.m.ssp. sepedonicus подвергались тестированию отдельно, как для тестов на иммунофлуоресценцию, так и для остальных тестов.
3.2. Растения картофеля

Для выявления свежих популяций C.m.ssp. sepedonicus рекомендуется тестирование смешанных проб. Процедура может быть применена для смешанных проб, содержащих до 200 частей стеблей. При составлении анкет соответствующие анкеты должны основываться на репрезентативной пробе с токи зрения статистики рассматриваемой растительной популяции.
3.2.1. С помощью чистого  продезинфицированного ножа или садовых ножниц отрезается сегмент в один - два сантиметра от основания каждого стебля, от самой поверхности земли. После быстрого дезинфицирования 70-процентным этиловым спиртом сегменты стеблей незамедлительно высушиваются фильтровальной бумагой.

Сегменты стеблей собираются в закрытом стерильном сосуде, в соответствии с процедурой отбора проб, изложенной ниже.

3.2.2. Сегменты стеблей обрабатываются, с применением одной из изложенных ниже процедур:

1) сегменты стеблей заливаются буфером для экстракции в достаточном количестве –  около 40 мл (см. приложение С к настоящему приложению) затем помещаются во вращающийся смеситель (от 50 до 100 об/мин) в течение 4 часов, при температуре менее 24 ºС или от 16 до 24 часов в случае их замораживания; или
2) сегменты немедленно дробятся в прочном мешочке для мацерации (например, «Stomacher или Bioreba») с соответствующим количеством буфера для экстракции (см. приложение С к настоящему приложению), используя резиновый молоток или другое соответствующее приспособление для дробления (например, «Homex»). В противном случае сегменты необходимо замораживать (на короткий период до 72 часов) либо хранить при температуре окружающей среды (на более короткий период  до 24 часов).

3.2.3. После отстаивания осадка в течение 15 минут супернатантная жидкость декантируется.
3.2.4. Как правило, нет необходимости проводить новый отстой экстракта или концентрата бактериальной фракции; тем не менее, отстаивание можно осуществить путем фильтрации и/или центрифугирования в соответствии с методом, изложенным в разделах 3.1.4.-3.1.6.
3.2.5. Разделяется первоначальный или концентрированный экстракт пробы на две равные части. Одна из частей сохраняется на всю продолжительность теста при температуре 4-10 °C, а другая хранится при температуре от –16 до  –24 °C (недели) или от –68 до –86 °C (месяцы) после предварительного внесения в нее стерильного глицерина в количестве 10-25 %, в случае  необходимости проведения второго теста.
4. Тест на иммунофлуоресценцию
Учитывая признанную способность теста для достижения требуемых целей, рекомендуется использование теста на иммунофлуоресценцию в качестве основного метода для выявления.

Если тест на иммунофлуоресценцию применяется в качестве основного теста на выявление и его результат положительный, необходимо провести тест PCR или FISH в качестве вторичного теста. Если тест на иммунофлуоресценцию применяется как вторичный тест, а его результат положительный, необходимо провести дополнительные тесты в соответствии с указаниями функциональной диаграммы.

В случае, когда тест на иммунофлуоресценцию применяется в качестве основного, всегда используется поликлональное антитело. В случае, когда тест на иммунофлуоресценцию, проведенный при помощи поликлонального антитела, имеет положительный результат, необходим дополнительный тест пробы с моноклональным антителом, позволяющий большую специфичность, но, вместе с тем, может оказаться менее очевидным. 

Необходимо использовать антитела одного сравнительного штамма C.m.ssp. sepedonicus. Рекомендуется определять титр для каждой новой партии антител. Титр определяется как наиболее высокое разбавление, при котором протекает оптимальная реакция, в случае тестирования суспензии, содержащей от  105 до 106 клеток на мл одного омологированного штамма C.m.ssp. sepedonicus с использованием адекватного конъюгата изотиоцианата флуоресцеина (FITC), в соответствии с рекомендациями производителя. Неочищенный раствор поликлональных или моноклональных антител должен иметь титр иммунофлуоресценции не менее 1:2 000. На момент проведения теста рабочее/рабочие разбавления антител должны быть приблизительно равны половине титра.

Используются утвержденные  антитела.

Тест необходимо проводить на свежеприготовленных экстрактах пробы. При необходимости, тест можно успешно осуществлять на законсервированных в растворе глицерина экстрактах при температуре от  –68  до  –86 °C. Глицерин может быть отделен от пробы путем добавления одного мл концентрированного буфера для экстракции  (см. приложение D к настоящему приложению) центрифугированием в течение 15 минут при  7 000 g,  с последующим восстановлением в суспензию при помощи того же количества концентрированного буфера для экстракции. Это необходимо в исключительных случаях, в частности, когда проба фиксируется на планшете проведением ее через пламя газовой горелки (фламбированием) (см. пункт 2.2 настоящего приложения).

Готовятся планшеты четких положительных контролей омологированного штамма или любого другого контрольного штамма C.m. ssp. Sepedonicus из экстракта картофеля в суспензии согласно приложению В к настоящему приложению и, возможно, в буферном растворе.

В качестве подобного контроля на этом же планшете необходимо использовать, по мере возможности, инфицированную естественным образом ткань, законсервированную лиофилизацией или замораживанием при температуре от –16 °C до  –24 °C.

В качестве отрицательных контролей используются аликвоты экстрактов проб, которые ранее при тестировании показали отрицательный результат. 

Используются планшеты для микроскопа со многими ячейками, оснащенными желательно 10 окошечками с минимальным диаметром 6 мм. 

Контрольный материал тестируется так же, как и пробы.

4.1. Планшеты подготавливаются с использованием одного из следующих методов: 

1) конечные экстракты с относительно пониженным содержанием крахмала: наносится пипеткой на первое окошко стандартное количество (15 μl достаточно для диаметра окошка 6 мм; для окошек с большим диаметром берется большее количество) концентрированного раствора картофеля 1/100,  перенесенного в суспензии. Затем в оставшиеся окошки того же ряда пипеткой добавляют такое же количество неразбавленного концентрированного экстракта (1/1). Последующий ряд может быть использован как дубликат или может быть использован для второй пробы, как показано на рис. 1;

2) другие экстракты:  подготавливается десятичное разбавление (1/10, 1/100 и 1/1 000) из концентрированного экстракта, перенесенного в суспензию в буферном растворе. Наносится пипеткой на ряд окошек стандартное количество (15 μl достаточно для диаметра окошка 6 мм; для окошек с большим диаметром берется большее количество) суспензии чистого экстракта каждого разбавления. Последующий ряд может быть использован как дубликат или может быть использован для второй пробы,  как показано на рис. 2.

4.2. Капли высушиваются при температуре окружающей среды или при нагревании при температурах от 40 ° до 45 °C. Бактериальные клетки фиксируются на планшете путем нагревания (15 минут при 60 °C) в пламени газовой горелки, при помощи 95-процентного этилового спирта или следуя специфическим инструкциям поставщиков антител.

В случае, когда это необходимо, фиксированные планшеты могут замораживаться и храниться в течение возможно более короткого срока  в сушильном шкафу (максимум 3 месяца) до проведения другого теста. 

4.3. Процедура теста на иммунофлуоресценцию
1) в соответствии с методом подготовки планшета для теста, изложенным  в подпункте 1 пункта 4.1, готовится  серия разбавлений наполовину антитела в буфере для иммунофлуоресценции. В первую ячейку вносится ½ титра (T/2), в другие – ¼ титра (T/4), ½ титра (Т/2), титр (T) и два раза титр (2T);

в соответствии с методом подготовки планшета для теста, изложенным в подпункте 2) пункта  4.1: готовится  рабочее разбавление антитела в буфере для иммунофлуоресценции. Рабочее разбавление влияет на специфичность.

Рисунок 1. Подготовка планшета для теста в соответствии с подпунктом 1) пункта 4.1 и подпунктом 1)  пункта 4.3.
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Рисунок 2. Подготовка планшета для теста в соответствии с  подпунктом 2) пункта 4.1 и подпунктом 2) пункта 4.3

Рабочее разбавление противосыворотки/антитела
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 ⁬ Разбавление от десятичной части экстракта, перенесенного  в суспензию
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4.3.1. Планшеты ставятся на мокрую бумагу. Каждое окошко планшета для теста заполняется полностью одним или более разбавлениями антител. Количество антител,  внесенных в каждое окошко, должно быть, по меньшей мере,  равно объему применяемого экстракта.

При отсутствии специфических инструкций поставщиков антител, применяется следующая процедура:

1) планшеты инкубируются на мокрой бумаге под колоколообразной крышкой в течение 30 минут, при комнатной температуре (18-25 °C);

2) удаляются капли с каждого планшета и осторожно моются в буферном растворе для иммунофлуоресценции;
3) моются путем погружения в течение пяти минут в буферный раствор IF-Tween (см. приложение С к настоящему приложению), после чего выдерживают еще пять минут в буферном растворе IF. Не допускается любое испарение или проливание  во избежание перекрестного заражения. Избыток влаги осторожно удаляется при помощи промокательной бумаги; 

4) планшеты переносятся на мокрую бумагу. Окошки планшета для теста покрываются коньюгатом FITC с разбавлением, используемым для титрования. Количество конъюгата, внесенное в окошки, должно быть равным количеству использованных антител; 

5) планшеты на мокрой бумаге инкубируются под колоколообразной крышкой в течение 30 минут, при комнатной температуре (18-25 °C);

6) с каждого планшета удаляются капли коньюгата и осторожно моются согласно предыдущим указаниям (подпункт 3);
7)  избыток влаги осторожно  удаляется. В каждое окошко пипеткой вносят по  5-10 μl раствора глицерина с фосфатным буфером 0,1 M (см. приложение С к настоящему приложению) или с основой против обесцвечивания из торговой сети, затем покрывают их  покровным стеклом.
4.4. Чтение теста на иммунофлуоресценцию

4.4.1. Планшеты для теста рассматриваются под микроскопом с эпифлуоресценцией и, при помощи фильтров, адаптированных к раздражению изотиоцианата флуоресцеина, погруженных в масло или в воду, с увеличением от 500 до 1 000 раз. Рассматриваются окошки в зависимости от двух перпендикулярных диаметров и вокруг периметра. Для проб, которые не содержат клетки или содержат только их небольшое количество, наблюдается не менее 40 микроскопических полей.

В первую очередь, проверяется планшет положительного контроля. Клетки должны давать живую флуоресценцию и быть полностью окрашенными при титре антитела или при определенном рабочем разбавлении. В случае аномального окрашивания тест IF (раздел 4) необходимо повторить.

4.4.2. В окошках планшета ищут наличие клеток, представляющих живую флуоресценцию и характерную морфологию для C.m.ssp. sepedonicus. Интенсивность флуоресценции должна быть эквивалентной с положительным контрольным штаммом при идентичном разбавлении антител. Клетки, имеющие неполное окрашивание или представляющие слабую флуоресценцию, не  принимаются во внимание.

При малейшем подозрении на загрязнение тест должен быть повторен. Это возможно в том случае, когда все планшеты одной партии содержат положительные клетки из-за загрязнения буфера или в случае, когда положительные клетки изолированы (вне окошек) в среде для фиксации планшет.

4.4.3. Существует определенное количество проблем, присущих специфичности теста на иммунофлуоресценцию. Существует повышенный риск того, что в экстрактах из конусов столонов и сегментов стеблей картофеля появятся нежелательные популяции флуоресцентных клеток, атипичных с морфологической точки зрения, и популяции бактерий сапрофитов, порождающих скрещенные реакции, имеющих величину и  морфологию,  подобную C.m.ssp. sepedonicus.

4.4.4. Только флуоресцентные клетки, имеющие величину и морфологию, характерные для титра или рабочего разбавления антител, указанных в пункте 4.3, должны  приниматься  во внимание.
4.4.5. Интерпретация теста на иммунофлуоресценцию:

1) в случае, если проба содержит клетки, представляющие живую флуоресценцию и характерную морфологию, оценивается среднее количество характерных клеток в микроскопическом поле и рассчитывается количество указанных клеток на один мл концентрированного экстракта, перенесенного в суспензию (см. приложение D к настоящему приложению).

Тест на иммунофлуоресценцию считается положительным в том случае, когда проба содержит не менее 5 × 103 характерных клеток на мл концентрированного экстракта, перенесенного в суспензию. В этом случае проба считается потенциально зараженной и необходимо продолжить тесты;
2) тест на иммунофлуоресценцию считается отрицательным, когда проба содержит менее 5 × 103 клеток на мл концентрированного экстракта, перенесенного в суспензию, и проба считается незараженной. Не требуется  продолжение тестов. 
5. Тест FISH

В случае, когда тест FISH используется в качестве первоначального теста на выявление и его результат является положительным, необходимо провести тест на иммунофлуоресценцию в качестве второго обязательного теста на выявление. В случае, когда тест FISH используется в качестве вторичного теста, а его результат положительный, диагностику необходимо дополнить дополнительными тестами, как это указано в функциональной диаграмме.

Используются утвержденные специфические олигозонды для  C. m. ssp. Sepedonicus (см. приложение G к приложению 1 к настоящим Мерам). Предварительно проведенные этим методом тесты должны позволить воспроизвести выявление не менее 103-104 клеток/мл  C. m. ssp. Sepedonicus, добавленных к экстрактам проб, которые ранее показали отрицательные результаты. 

Желательно применять указанную ниже процедуру для свежеприготовленных экстрактов проб, но процедура также пригодна и для законсервированных экстрактов проб в растворе глицерина при температуре от  –16 °C до –24 °C или от –68 °C до –86 °C.

В качестве отрицательных контрольных проб берутся аликвоты экстракта пробы, которые ранее при проведении тестов на выявление       C. m. ssp. Sepedonicus, показали отрицательный результат. 

В качестве положительных контрольных проб готовятся суспензии, содержащие от 105 и 106 клеток/мл C. m. ssp. Sepedonicus (например, штамм NCPPB 4053 или PD 406) в фосфатном буферном растворе 0,01 M, на основании трех - пятидневной культуры (см. приложение В к приложению № 1 к настоящим Мерам). Готовятся планшеты четких положительных контролей, омологированного штамма или любого другого сравнительного штамма  C. m. ssp. Sepedonicus в суспензии экстракта картофеля, как указано в приложении В к настоящему приложению.

Использование эубактериального олигозонда, промаркированного  изотиоцианатом флуоресцеина (FITC), позволяет контролировать процесс гибридизации, окрашивая все находящиеся в пробе эубактерии. 

Контрольный материал тестируется так же, как и пробы.

5.1. Фиксирование экстракта картофеля

Представленный ниже протокол основывается на Wullings et al. (1998).
5.1.1. Готовится раствор для фиксации (см. приложение G к настоящему приложению).
5.1.2. Пипеткой вносится по 100 μl каждого экстракта в пробирку Эппендорфа и центрифугируют в течение 8 минут при 7 000 g.

5.1.3. Удаляется супернатантная жидкость и концентрированный экстракт растворяется в 500 μl фиксатива, приготовленного не ранее чем за 24 часов. Взбалтывают и оставляют на инкубацию на всю ночь при 4 °C. В качестве фиксатива может выступать 96 % этиловый спирт. В этом случае, указанный в пункте 5.1.2 концентрированный экстракт растворяется в смеси из 50 μl фосфатного буфера 0,01 M и 50 μl 96 % этилового спирта. Смешивают на  вортексе и оставляют на инкубацию в течение 30-60 минут при 4 °C.

5.1.4. Центрифугируют в течение 8 минут при 7 000 g, с удалением супернатантной жидкости, затем концентрированный экстракт переводится в суспензию с 75 μl фосфатного буфера 0,01 M.

5.1.5. Наносится по 16 μl фиксированной суспензии на многоячеистый планшет, как указано на рисунке 3. На каждый планшет наносят по две разных неразбавленных пробы,  из э тих  проб разбавляют 10 μl 1:100 (в фосфатном буфере 0,01 M). Остаток контрольного образца раствора (49 μl) может быть законсервирован при –20 °C,  с добавлением   96 % этилового спирта. В случае необходимости повтора теста FISH этиловый спирт удаляется центрифугированием и замещается эквивалентным количеством фосфатного буфера 0,01 M (гомогенизируется взбалтыванием).

Рисунок 3. Расположение планшета для теста FISH
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5.1.6. Планшеты высушиваются на воздухе (или  в сушильном шкафу при 37 °C), затем фиксируются в пламени газовой горелки.

На этом этапе процедура может быть прекращена, а гибридизацию можно продолжить на следующий день. Планшеты необходимо поместить в чистое, укрытое от пыли место при комнатной температуре. 

5.2. Предварительная гибридизация и гибридизация
5.2.1. Готовится раствор лизоцима из 10 мг лизоцима (Sigma L-6876) на 10 мл буфера (100 mM Tri-HCl, 50 mM EDTA, pH 8,0). Данный раствор может быть законсервирован, но не должен быть заморожен или разморожен более одного раза. Каждая проба покрывается полностью  приблизительно 50 μl раствора лизоцима и ставится на инкубацию в течение 10 минут при комнатной температуре, затем планшеты погружаются один раз в деминерализованную воду и высушиваются фильтровальной бумагой.

Другая возможность: в каждую ячейку вместо лизоцима добавляют к буферу  (2mM Tri-HCl, 2mM CaCl2, pH 7,4) по 50 μl протеиназы K по 40-400 μg/мл, затем оставляют на инкубацию в течение 30 минут при 37 °C.

5.2.2. Клетки обезвоживаются путем последовательного окунания в ванночки с 50 %, 80 % и 96 % этиловым спиртом на одну минуту в каждую. Планшеты ставятся на подставку и высушиваются на воздухе.  

5.2.3. Подготавливают влажную инкубационную камеру, застилая дно герметичной коробки влажной фильтровальной бумагой или  фильтровальной бумагой, пропитанной «hibmix 1x» (см. приложение G к настоящему приложению). Коробка ставится на предварительную инкубацию в течение не менее 10 минут в шкаф для гибридизации при температуре  55 °C.

5.2.4. Готовится раствор для гибридизации (см. приложение G к настоящему приложению), используя 45 μl  в качестве основы на планшете, затем ставится на предварительную инкубацию в течение пяти минут при температуре 55 °C.

5.2.5. Планшеты ставят на нагретую до 45 °C пластину и в каждую из четырех ячеек каждого планшета вводят по 10 μl раствора гибридизации.
5.2.6. Каждый планшет накрывается двумя покровными стеклами    (24 × 24 мм), осторожно, не допуская проникновения пузырьков воздуха, затем планшеты складываются в предварительно нагретую влажную камеру гибридизации и оставляются на ночь, в темноте при температуре 55 °C, для протекания процесса гибридизации.

5.2.7. Готовятся три лабораторных стакана, которые содержат по 1л особо чистой воды, 1л  hibmix 1x (334 мл hibmix 3x и 666 мл  особо чистой воды) и 1л  hibmix 1/2 x (167 мл hibmix 3x и 833 мл  особо чистой воды). Все  стаканы ставятся на водяную баню при температуре 55 °C на  предварительную инкубацию. 

5.2.8. Планшеты и покровные стекла удаляются и ставятся на подставку.

5.2.9. Избыток зонда удаляется  в лабораторный стакан, содержащий  hibmix 1x, и ставится на инкубацию  в течение 15 минут при температуре 55°C.

5.2.10. Подставка для планшета погружается в моющий раствор с hibmix ½ и ставится на инкубацию еще на 15 минут. 
5.2.11. Планшеты быстро погружаются в ванночку с особо чистой водой и высушиваются фильтровальной бумагой. Избыток влажности удаляется, ставя очень бережно фильтровальную бумагу на поверхность, которую необходимо высушить. В каждое окошко пипеткой вводится по    5-10 μl раствора против окрашивания (например, Vectashield от Vecta Laboratories, CA, USA) (или эквивалентный раствор) и вся поверхность планшета покрывается большим покровным стеклом (24 × 60 мм).

5.3. Чтение теста FISH

5.3.1. Сразу переходят к рассматриванию планшет с помощью микроскопа с эпифлуоресценцией с увеличением в пределах 630 и 1 000 x под масляной пленкой. С адаптированным фильтром к изотиоцианату флуоресцеина (FITC) клетки эубактерий (в том числе большинство грамм-отрицательных клеток), находящиеся в пробе, окрашиваются в зеленый флуоресцентный цвет. С адаптированным фильтром к тетраметилродамину-5-изотиоцианату клетки С. m. ssp. Sepedonicus, маркированные Cy3, окрашиваются в красный флуоресцентный цвет. Сравнивается морфология клеток с морфологией положительных контролей. Клетки должны быть полностью окрашенными и иметь живую флуоресценцию. В случае аномального окрашивания тест FISH (раздел 9.4) необходимо повторить. Рассматриваются основные окошки на базе двух перпендикулярных диаметров и вокруг периметра. Для проб, в которых нет клеток или имеется небольшое количество клеток, видно не менее 40 микроскопических полей.
5.3.2. В окошках планшетов проверяется наличие клеток, представляющих живую флуоресценцию и характерную морфологию для C.m.ssp. sepedonicus.

Интенсивность флуоресценции должна быть эквивалентной с флуоресценцией штамма - положительного контроля или выше. Клетки, имеющие неполное окрашивание или дающие слабую флуоресценцию, не принимаются во внимание.
5.3.3. При малейшем подозрении на загрязнение тест необходимо повторить. Это может случиться, когда все планшеты из одной партии содержат положительные клетки из-за загрязнения буфера или когда клетки изолированы (вне окошек) в среде для фиксации планшет.
5.3.4. Существует определенное количество проблем, присущих специфичности теста FISH. Существует вероятность, что в экстрактах конусов столонов и сегментов стеблей картофеля будут появляться нежелательные популяции морфологически атипичных флуоресцентных клеток и бактерий сапрофитов, провоцирующих перекрестные реакции, имеющих величину и морфологию, подобные  C.m.ssp. sepedonicus. Данный феномен, тем не менее, является более редким по сравнению с тестом на иммунофлуоресценцию.
5.3.5. Необходимо учитывать только флуоресцентные клетки с характерной величиной и морфологией (см. пункт 5.3.2)

5.3.6. Интерпретация результата теста FISH:

1) результаты теста FISH действительны, когда посредством фильтра FITC наблюдаются клетки, представляющие живую флуоресценцию зеленого цвета, величину и морфологию, характерные для C. m. ssp.sepedonicus, а посредством родаминового фильтра наблюдаются клетки, дающие живую флуоресценцию красного цвета для всех положительных контролей и ни на один отрицательный контроль. В случае, когда проба содержит клетки, представляющие живую флуоресценцию и характерную морфологию, рассчитывается среднее количество характерных клеток в микроскопическом поле и рассчитывается количество соответствующих клеток на мл концентрированного экстракта, перенесенного в суспензию (см. приложение D к настоящему приложению). Пробы, содержащие не менее 5 × 103 характерных клеток на мл концентрированного экстракта, вновь переведенного в суспензию, признаются потенциально зараженными. Необходимо продолжить тесты. Образцы, содержащие менее 5 × 103 характерных клеток на мл концентрированного экстракта, вновь перенесенного в суспензию, признаются отрицательными;

2) тест FISH является отрицательным в случае, когда посредством родаминового фильтра не наблюдаются клетки, имеющие  величину и морфологию, характерные для C. m. ssp. Sepedonicus,  дающие живую флуоресценцию красного цвета, при условии, чтобы такие характерные клетки, дающие  живую флуоресценцию красного цвета, наблюдались посредством родаминового фильтра в препаратах положительных контролей.

6. Тест PCR 

В случае, когда тест PCR используется в качестве основного теста на выявление и его результат положительный, необходимо провести тест на иммунофлуоресценцию как обязательный вторичный тест  на выявление. В случае, когда тест PCR используется в качестве вторичного, а его результат положительный, необходимо дополнить диагностику дополнительными тестами,  как это указано в функциональной диаграмме.

Не рекомендуется применение только указанного метода в качестве главного теста на выявление, за исключением случая, когда существует специализированная экспертиза в этой области. 

Предварительные тесты, выполненные в соответствии с этим методом, должны обеспечить воспроизведение выявления 103-104 клеток/мл C. m. ssp. Sepedonicus, добавленных к экстрактам проб,  которые ранее показали отрицательные результаты. Могут оказаться необходимыми опыты по оптимизации получения максимальных уровней чувствительности и специфичности во всех лабораториях.

Применяются утвержденные реактивы и протоколы PCR. Как правило, выбирается метод с внутренним контролем.

Обеспечиваются все меры предосторожности во избежание загрязнения пробы с ДНК-целью. Для уменьшения, по мере возможности, риска бактериального загрязнения с ДНК-целью необходимо, чтобы тест PCR проводился опытными специалистами в специализированных лабораториях молекулярной биологии.

Отрицательные контрольные пробы (касающиеся процедур PCR и выделения ДНК) всегда необходимо рассматривать как конечные пробы в процедуре, для выявления возникновения возможного переноса ДНК.

В тест PCR необходимо включать следующие отрицательные контрольные пробы: 

1) экстракт пробы, ранее давшей отрицательные результаты на C.m.ssp. sepedonicus;

2) контрольные буфера, используемые для экстракции бактерии и ДНК пробы;

3) смесь реактивов для PCR.

Также, сюда необходимо включать и следующие положительные контрольные пробы:

1) аликвоты конечных экстрактов, вновь перенесенных в суспензию, после добавления C. m. ssp. Sepedonicus (для приготовления см. приложение B к настоящему  приложению);

2) суспензия 106 клеток на мл в водной среде вирулентного изолята C. m. ssp. Sepedonicus (например, NCPPB 2140 или NCPPB 4053);

3) также, если это возможно, для теста PCR используется ДНК, выделенная из положительных контрольных проб.

Во избежание рисков загрязнения положительные контрольные пробы препарируются в среде, отличной от той, в которой находятся подлежащие тестированию пробы.

По мере возможности, экстракты проб необходимо очищать от земли. В отдельных случаях рекомендуется препарировать экстракты из вымытого картофеля, в случае, когда предусматривается использование протоколов PCR.
6.1. Методы очищения ДНК

Используются положительные и отрицательные контрольные пробы в соответствии с изложенным ранее методом.

Контрольный материал препарируется так же, как и пробы.

Существует целый ряд методов для очищения ДНК-цели, в случае субстратов комплексных проб, для удаления ингибиторов PCR и других энзимных реакций  и для концентрирования ДНК-цели в экстракте пробы.

Следующий метод был усовершенствован и используется как утвержденный метод PCR (описан в приложении F к настоящему приложению).
6.1.1. Метод Pastrik (2000)

Вносят пипеткой 220 μl буферной смеси для растворения клеток (100 mM NaCl, 10mM Tri-HCl [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0] в пробирку Эппендорфа на 1,5 мл. 

Добавляют 100 μl экстракта пробы и ставят в термостат или на паровую баню при 95°C в течение десяти минут.

Пробирку оставляют  на льду в течение пяти минут.

Добавляют 80 μl концентрированного раствора лизоцима (50 мг лизоцима на мл в 10 mM Tri HCl, pH 8,0) и оставляют на инкубацию при 37°C  в течение 30 минут.

Добавляют 220 μl  Easy DNA ® раствор A (Invitrogen), хорошо гомогенизируют встряхиванием и оставляют на инкубацию при 65°C  в течение 30 минут.

6) Добавляют 100 μl  Easy DNA ® раствор В (Invitrogen), хорошо гомогенизируют встряхиванием до тех пор, пока осадок будет легко перемещаться в пробирке, а проба будет иметь однородную вязкость.

Добавляют 500 μl  хлороформа и гомогенизируют встряхиванием до тех пор, пока вязкость не уменьшится, а смесь станет однородной.

Центрифугируют при 15 000 g в течение 20 минут при 4°C для разделения фаз и формирования интерфазы.

Выливается верхняя фазу в другую пробирку Эппендорфа.

Добавляется 1 мл 100 % этилового спирта (–20 °C), немедленно гомогенизируется встряхиванием и оставляется на инкубацию на льду в течение 10 минут.

Центрифугируется при 15 000 g в течение 20 минут при 4 °C, с удалением этилового спирта из концентрированного экстракта.

Добавляется 500 μl 80 % этилового спирта (–20 °C) и перемешивается  путем переворачивания трубки.

Центрифугируется при 15 000 g в течение 10 минут при 4 °C, концентрированный экстракт консервируется и удаляется этиловый спирт.

Экстракт высушивается на воздухе или в Speed Vac для ДНК.

Концентрированный экстракт вновь переносится в суспензию при помощи 100 μl стерильной особо чистой воды и оставляется при комнатной температуре в течение не менее 20 минут.

Консервируется при –20 °C и оставляется до момента использования для теста PCR.

Отделяется центрифугированием любой белый осадок и берется 5 μl супернатантной жидкости, содержащей  ДНК для теста PCR.

6.1.2. Могут применяться и другие методы экстракции ДНК (например Qiagen DNeasy Plant Kit), при условии, что соответствующие методы имеют общеизвестную эффективность и эквивалентны для очищения ДНК, выделенного из контрольных проб, содержащих в пределах 103 и 104 клеток патогенного организма на мл.

6.2. Тест PCR
6.2.1. Готовятся матрицы для тестирования и контроля PCR, следуя утвержденным протоколам (см. приложение F к настоящему приложению). Готовится десятичное разбавление экстракта ДНК, выделенного из пробы (1:10 в особо чистой воде).
6.2.2. Готовится смесь реактивов для PCR в чистой от любого загрязнения среде, в соответствии с опубликованными протоколами (см. приложение F к настоящему приложению). Утвержденный PCR протокол представляет собой мультиплексную реакцию, включающую и внутренний контроль PCR.
6.2.3. Добавляется по 5 μl экстракта ДНК к 25 μl реактива РCR в  стерильных пробирках PCR.
6.2.4. Готовится отрицательная контрольная проба, содержащая только смесь реактивов для PCR, и вместо пробы добавляется чистая вода из того же источника, что и вода, использованная для смеси PCR.

6.2.5. Пробирки помещаются в тот же термоциклер, использованный при предварительном тесте, и начинается усовершенствованная соответствующим образом программа PCR (см. приложение F к настоящему приложению).
6.3. Анализ результата реакции PCR 
6.3.1. Ампликоны декодируются путем электрофореза агарозного геля. Берется не менее 12 μl реактивной смеси амплифицированного ДНК, происходящего от каждой пробы, с добавлением по 3 μl буфера наполнения (см. приложение F к приложению № 1 к настоящему приложению), и пропускают электрический ток напряжением 5-8 V/см через 2,0% агарозные гели в триацетатном буфере EDTA (TAE) (приложение F к настоящему приложению). Используется соответствующий маркер ДНК  типа «100 bp ladder».

6.3.2. Для более четкого выделения цепочек ДНК применяют окрашивание бромистым этидием (при 0,5 мг/л) в течение 30-45 минут, с обеспечением мер предосторожности при обращении с данным мутагенным агентом. 
6.3.3. В случае продуктов PCR, имеющих предусмотренную величину (приложение F к настоящему приложению), просматривается окрашенный гель методом диафаноскопии под коротковолновыми УФ излучениями  (например, λ = 302 nm) и читаются показания.

6.3.4. Для всех новых случаев/результатов проверяется достоверность ампликона путем проведения анализа энзимной рестрикции на оставшейся пробе амплифицированного ДНК. Для этой цели соответствующий энзим и соответствующий буфер ставятся на инкубацию при оптимальной температуре и на оптимальный срок (см. приложение F к настоящему приложению). Декодируются расщепленные электрофорезом фрагменты в агарозном геле в соответствии с ранее указанным методом, а также просматривается методом диафаноскопии под коротковолновыми УФ излучениями характерное расположение фрагментов после энзимной рестрикции и окрашивания бромистым этидием. Затем сравниваются с положительными контрольными пробами до и после расщепления.

6.3.5. Интерпретация результата теста PCR
Тест PCR отрицательный в случае, когда четко виден специфический ампликон PCR для C. m. ssp.sepedonicus предусмотренной величины для совокупности положительных контрольных проб, но не для данной пробы (в случае мультиплексного PCR с праймерами внутреннего контроля, специфичными растению, второй продукт PCR предусмотренной величины необходимо амплифицировать с данной пробой.)

Тест PCR положительный в случае, когда четко виден специфический ампликон PCR для C. m. ssp.sepedonicus предусмотренной величины и (при необходимости) пострестрикционного  расположения, при условии, что он не амплифицирован с одной из отрицательных контрольных проб. Также можно с уверенностью подтвердить положительный результат, повторяя тест со второй серией праймеров PCR (см. пункт  9.3).

Можно предположить ингибирование PCR в случае, когда предусмотренный ампликон выделяется на основании положительной контрольной пробы, содержащей C. m. ssp. Sepedonicus в водном растворе, когда положительные контрольные пробы, содержащие C. m. ssp. Sepedonicus в экстракте картофеля, дают отрицательный результат. В мультиплексных протоколах PCR с внутренними контролями PCR ингибирование реакции возможно в том случае, если не выделяется ни один из двоих ампликонов.
Можно предположить загрязнение в случае, когда предусмотренный ампликон выделен хотя бы в одной из отрицательных контрольных проб.

7. Биологический тест

Предварительные биологические тесты должны обеспечить воспроизводимое выявление 103-104 клеток/мл C. m. ssp. Sepedonicus, которые образуют колонии при добавлении к экстрактам проб, ранее показавшим отрицательные результаты (для препарирования см. приложение В к настоящему приложению).

Для достижения максимальной чувствительности выявления желательно использовать свежеприготовленный экстракт при оптимальных условиях роста. Тем не менее, метод может быть успешно применен для экстрактов,  законсервированных в растворе глицерина, при температуре от  –68 °C до –86 °C.

Некоторые сорта баклажан являются отличной средой для селективного обогащения культуры C.m.ssp. sepedonicus, даже в отсутствии симптомов, и обеспечивают проведение отличного теста для подтверждения на растении-хозяине.

Для снижения риска получения фальшивых отрицательных результатов, условия роста должны быть оптимальными (для получения информации о культуре см. приложение H к настоящему приложению).
7.1. Применяется к баклажанам в соответствии с одним из указанных ниже методов (пункт 7.3 или 7.4), весь остаток аликвоты для теста из концентрированного экстракта, вновь перенесенного в суспензию, полученного согласно указаниям раздела 3.1.6 или 3.2.5. Используются только растения, достигшие стадии второго или третьего листа, до полного развития третьего настоящего листа. Для полного использования концентрированного экстракта, вновь перенесенного в суспензию, и для обеспечения эффективности инокуляции, необходимо от 15 до 25 растений баклажана для пробы с целью проведения нижеописанных процедур. 

7.2. Перед инокуляцией баклажаны не поливаются один или два дня для снижения тургора.

7.3. Инокуляция путем насечки

7.3.1. Растение держится двумя пальцами и пипеткой наносится капля  (около 5-10 μl) концентрированного раствора в суспензии на стебель, между семядолями и первым листком. 

7.3.2. При помощи стерильного скальпеля, начиная с капли концентрированного раствора, делается диагональная насечка длиной 1 см и глубиной, равной приблизительно двум третям толщины стебля.

7.3.3. Насечка закрывается стерильным вазелином при помощи шприца.

7.4. Инокуляция путем укола

Инокуляция практикуется на стеблях баклажана чуть выше семядолей, при помощи шприца с внутрикожной иглой (не менее 23 G). Проба распределяется среди баклажан.

7.5. В качестве положительных контрольных проб этим же методом инокулируются пять растений (см. пункт 7.3 или 7.4) водной суспензией, содержащей в пределах 105 и 106 клеток/мл знакомой культуры C. m. ssp. Sepedonicus и, в случае если это возможно, экстрактом инфицированного в естественном порядке клубня картофеля (см. раздел 4).

7.6. В качестве отрицательных контрольных проб этим же методом инокулируются пять растений (см. пункт 7.3 или 7.4) стерильным буферным раствором концентрированного экстракта.

7.7. Растения оставляются на инкубацию до четырех недель при температуре от 18°C до 24°C в адаптированных к условиям карантина помещениях. Во время инкубации поддерживается достаточная освещенность и высокий уровень влажности (от 70% до 80%), обеспечивая соответствующий полив во избежание увядания из-за нехватки воды. Клетки C.m.ssp. sepedonicus не выдерживают температур выше 30°C; идеальная температура для культуры 21°C. Во избежание рисков заражения положительные и отрицательные контрольные пробы ставятся на инкубацию в теплицах или фитотроне на полностью изолированных полочках или, в случае ограниченного пространства, предусматривается более компактное распределение. В случае, когда растения из разных проб в период инкубации находятся близко друг к другу, соответствующие растения должны разделяться при помощи специальных экранов. Необходимо уделять большое внимание во избежание перекрестного заражения во время фертилизации, полива, проверки и любых других манипуляций. Необходимо избегать присутствия насекомых в теплицах и фитотронах, поскольку существует риск переноса ими бактерий от одной пробы к другой. 

7.8. После одной недели растения регулярно осматриваются для идентификации появления симптомов. Растения с появившимися симптомами  подсчитываются.  Патогенный агент C. m. ssp. Sepedonicus приводит к увяданию листьев баклажана, проявляющемуся, во-первых,  смягчением на краях и в оребрении листьев. Вначале увядшая ткань приобретает темно-зеленый цвет или разноцветный аспект, но обесцвечивается перед некрозом. Межреберное увядание зачастую приобретает мясистый аспект тканей, насыщенных водой. Некрозированная ткань зачастую имеет на кромке живой желтый цвет. Растения необязательно гибнут. Чем позднее появляются симптомы,  тем больше шансов на выживание. Растения могут победить инфекцию. Молодые растения баклажан более чувствительны к слабым популяциям   C. m. ssp. Sepedonicus, чем взрослые растения, с этим связана необходимость использования для опытов растений в фазе третьего листа и даже ранее этой стадии.

Увядание может быть спровоцировано также и популяциями других бактерий или грибков, присутствующих в концентрированных экстрактах тканей клубней. Идет речь о Ralstonia solanacearum,  Erwinia carotovora ssp. Carotovora и E. carotovora ssp. atroseptica, Erwinia chrysanthemi, Phoma exigua var. foveata и об обширных популяциях бактерий сапрофитов. Erwinia chrysanthemi, в частности, может проявляться на уровне листьев симптомами увядания, очень похожими с симптомами от C.m.ssp. sepedonicus, с единственной разницей, что инфекции от Erwinia chrysanthemi провоцируют почернение стеблей. Другие типы увяданий отличаются от увяданий, вызванных  C. m. ssp. Sepedonicus, тем, что листья и растения увядают быстрее. Также, можно применить метод Gram-окрашивания для разделения, C.m.ssp. sepedonicus от Erwinia spp.

7.9. Одновременно с проявлением симптомов у баклажан необходимо проводить новые операции по изоляции на основании сегментов ткани от увядших листьев или на основе стеблей растения (для мацерации тканей см. пункт 3.1.3). Поверхность листьев и стеблей баклажан дезинфицируется путем очищения 70-процентным этиловым спиртом. Проводится тест IF или PCR на соке баклажан, затем переходят к изоляции в адекватной (селективной) среде (см. раздел 8). Также, возможно проведение Gram- окрашивания (см. приложение I к настоящему приложению). Идентифицируются чистые культуры предполагаемых изолятов C. m. ssp. Sepedonicus и подтверждается их патогенность (см. разделы 9 и 10).
7.10. При определенных обстоятельствах и, в частности в случае, когда условия для культуры не являются оптимальными, C. m. ssp.sepedonicus может находиться на баклажанах в стадии латентной инфекции даже после периодов инкубации, доходящих до четырех недель. В случае, когда после четырех недель не наблюдается ни одного симптома, проводится тест IF или PCR на композитной пробе из сегментов стеблей по 1 см от каждого растения-теста, отобранного выше точки инокуляции. В случае, когда тест положительный, практикуется новая изоляция в адекватной (селективной) среде, в соответствии с процедурой, изложенной в разделе 8.

Идентифицируются чистые культуры предполагаемых изолятов C. m. ssp. Sepedonicus и подтверждается их патогенность (см. разделы 9 и 10).

7.11. Интерпретация результатов биологического теста

Результаты биологического теста действительны в случае, когда растения, являющиеся положительным контролем, проявляют характерные симптомы, когда возможно провести новую изоляцию бактерий на данных растениях и в том случае, когда не наблюдается ни одного симптома на отрицательных контролях.

Биологический тест является отрицательным в случае, когда тест-растения не инфицированы C.m.ssp. sepedonicus, с оговоркой выделения C. m. ssp. Sepedonicus на положительных контролях. 

Биологический тест является положительным в случае, когда тест - растения инфицированы C. m. ssp. Sepedonicus.

8. Изоляция С. m. ssp. sepedonicus
1) Диагностика может быть подтверждена только изоляцией и выделением C.m.ssp. sepedonicus (см. раздел 9), с последующим утверждением посредством проведения теста на патогенность (см. раздел 10). Хотя речь идет о патогенном организме, который трудно изолировать, его изоляция возможна на основании тканей, представляющих симптомы инфекции.

2) Организм может быть подавлен сапрофитными бактериями  быстрого роста, что делает затруднительной его изоляцию прямым способом на базе концентрированного экстракта тканей клубней или стеблей (приготовление см. пункт 3.1.6 или 3.2.5). Прямая изоляция  C.m.ssp. sepedonicus остается возможной на селективной среде и на основании адекватного разбавления концентрированного экстракта, перенесенного в суспензии, из конусов картофеля, отобранных из столона или стеблей картофеля.

3) Изоляцию необходимо практиковать для всех клубней или для всех сегментов стеблей картофеля и для всех баклажанов, которые не проявили ни одного симптома, но для которых тест IF или тест PCR, проведенный на композитной пробе (см. пункт 7.10), дал положительный результат. При необходимости, стебли баклажан должны быть подвергнуты мацерации в соответствии с методом, изложенным в пункте  3.1.3.

4) В качестве положительных контролей препарируются десятичные разбавления суспензии 106 ufc/мл  C. m. ssp. Sepedonicus (например, NCPPB 4053 или PD 406). Во избежание любой возможности загрязнения положительные контроли готовятся на расстоянии от подлежащих тестированию проб. 

5) Каждую свежеприготовленную партию селективной среды до ее использования на рутинное тестирование проб необходимо проверить ее адекватность  для культуры патогенного агента. 
6) Контрольный материал тестируется так же, как и пробы.
8.1. Проведение исследований на селективных средах 

8.1.1. На основании 100 μl пробной аликвоты концентрированного экстракта картофеля, перенесенного в суспензии, или сока баклажан препарируются десятичные разбавления в буфере концентрированного экстракта (см. приложение С к настоящему приложению).
8.1.2. Попытки изоляции на базе неразбавленного концентрированного экстракта картофеля, в основном, не удаются из-за трудностей, которые представляет культура Cms и конкуренции сапрофитов. Поскольку бактерия, в основном, массово присутствует в инфицированных тканях, наиболее часто возможно удаление сапрофитов разбавлением, с одновременным сохранением патогенного агента. Следовательно, рекомендуется использовать технику нанесения на планшет – при помощи аппликатора („hockey sticks”) наносят по 100 μl от каждой пробы, с разбавлениями на среде MTNA или NCP-88 1/100-1/10 000 (см. приложение E к настоящему приложению).

Другая стратегия состоит в нанесении начальной аликвоты 100 μl концентрированного экстракта картофеля на первом планшете с агаром при помощи аппликатора, в канавки второго планшета вносят оставшийся в аппликаторе остаток и повторяют процедуру на третьем планшете. Таким образом, аппликатор позволяет достигнуть на планшетах эффекта разбавления.
8.1.3. Планшеты инкубируют в укрытом от света месте при температуре от 21°C до 23°C.

8.1.4. Первый осмотр планшет с подсчитыванием по отношению к планшетам - контролям возможных колоний с похожим аспектом на C. m. ssp. Sepedonicus необходимо проводить после трех дней. Последующие подсчеты проводят через пять, семь и десять дней.
8.2. Очищение подозрительных колоний

Необходимо провести пересадку в среде YGM колоний с похожим аспектом на C. m. ssp. Sepedonicus, с целью последующей инокуляции баклажан и/или идентификации. Данную операцию необходимо проводить, до того как планшеты достигнут чрезмерного развития, соответственно, это  желательно после трех-пяти дней.  

8.2.1. Проводится посев колоний с похожим аспектом на C. m. ssp. Sepedonicus в канавки на одной из следующих сред (формулы изложены в приложении Е к настоящему приложению):

a) питательный агар с декстрозой (только для пересадок);

b) агар с дрожжами, пептоном и глюкозой;

c) агар с экстрактом дрожжей и минеральными солями.

Оставляют на инкубацию на 10 дней при температуре  от 21°C до 24°C.

C.m.ssp. sepedonicus множится медленно и производит, в общем, за 10 дней колонии, имеющие  величину  и форму острия иглы, выпуклые кремового цвета.

8.2.2. Вновь производится посев в канавки для получения чистой культуры.

Темпы роста лучше, чем при пересадке. Характерные колонии имеют кремовый цвет или цвет слоновой кости, иногда желтый, бывают округлые, гладкие, вздутые, выпуклые и имеют жидкослизистую консистенцию. Колонии имеют хорошо очерченные края, а их диаметр варьирует, в основном, от 1 до 3 мм.

Простое Грамм-окрашивание (см. приложение I к настоящему приложению) может помочь при селекции колоний для проведения дополнительных тестов.

8.2.3. Идентифицируются предполагаемые культуры (см. раздел 9) и проводится тест на патогенность (см. раздел 10).

9. Идентификация C.m.ssp. sepedonicus

Идентифицируются чистые культуры предполагаемых изолятов C. m. ssp. Sepedonicus при помощи не менее двух приведенных ниже тестов, основанных на разных биологических принципах.

При необходимости, для каждого проведенного теста включаются известные сравнительные штаммы.

9.1. Тесты на идентификацию питания и энзимов
Определяются ниже изложенные фенотипические характеристики, которые в систематическом порядке присутствуют или отсутствуют у C. m.ssp. sepedonicus, в соответствии с методами Lellioti Stead (1987), Klement et al. (1990), Schaad (2001) и др. (1987).

Все среды должны проходить инкубацию при 21 °C и после шести дней осматриваться. В случае, если не обнаружен никакой рост, оставляют на инкубацию до 20 дней. 

Каждый тест должен включать известный штамм C.m.ssp. sepedonicus в качестве контроля. Тесты на питание и физиологические тесты должны проводится на инокуляте, происходящем от пересадок на питательный агар. Морфологические сравнения должны проводиться на основании культур, выращенных на питательном агаре с декстрозой.

Тесты


              Предполагаемые результаты

Окисление/ферментация (О/Ф)
     Инертный или слабый окислитель

Оксидаза 






-




Рост при 37 °C 





-
Активность уреазы




-

Гидролиз эскулина 




+

Гидролиз крахмала




– или слабый

Толерантность к 7-процентному

раствору NaCl





–

Выработка индола 




–

Активность каталазы




+

Выработка H2S 





–

Поглощение цитрата




–

Сжижение желатина 




–

Выработка кислоты на базе глицерина

–

Выработка кислоты на базе лактозы

– или слабый 

Выработка кислоты на базе рамнозы

–

Выработка кислоты на базе салицина

–

Грамм-окрашивание (см. приложение I

к настоящему приложению)

 

+

9.2. Тест на иммунофлуоресцецию (IF)

Готовится суспензия, содержащая  приблизительно 106 клеток на мл в буфере иммунофлуоресцеина (см. приложение С к настоящему приложению).

Готовится разбавление наполовину из адекватной противосыворотки. 

Соблюдается процедура теста на иммунофлуоресценцию (см.     раздел 4).

Для получения положительного результата на тест IF необходимо, чтобы полученный титр с культурой был эквивалентен титру,  полученному с положительным контролем.

9.3. Тест PCR 
Готовится суспензия, содержащая  приблизительно 106 клеток на мл в особо чистой воде. 

В нагревательном блоке или на кипящей водяной бане нагревается  при 100 °C  в течение 4 минут 100 μl суспензии в закрытых пробирках.

При необходимости,добавляется свежеприготовленный раствор NaOH с концентрацией 0,05 M для облегчения растворения клеток. Пробы хранятся при температуре от  –16 °C до –24 °C, до момента использования.

Применяются адекватные процедуры PCR для амплификации специфических ампликонов C.m.ssp. sepedonicus (например: Pastrik, 2000; см. приложение D к настоящему приложению; Li и de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik и Rainey, 1999; Schaad et al., 1999).

Идентификация C.m.ssp. sepedonicus является  положительной, когда ампликоны PCR имеют одинаковую величину и представляют такие же полиморфизмы длины фрагментов рестрикции, как и для штамма положительного контроля.
9.4. Тест FISH

Готовится суспензия приблизительно 106 клеток на мл в особо чистой воде. 

Соблюдается процедура теста FISH (см. раздел 5).

Тест FISH является положительным в случае, если получены одинаковые реакции с культурой и с положительным контролем.
9.5. Специфический тест для жирных кислот (FAP)

Культура развивается в течение 72 часов при 21°C (+/-1°C) на агаре сои триптиказ (Oxoid).

Применяется адекватная процедура теста FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).

Для получения положительного результата на тест FAP специфика предполагаемой культуры должна быть идентичной со спецификой положительного контроля. Наличие характерных жирных кислот 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0 и 17:0. Anteiso сильно проявляется у C.m.ssp. sepedonicus. Бактерии других типов, как например Curtobacterium, Arthrobacter и Micrococcus, также обладают некоторыми из указанных жирных кислот, но очень редко 15:1 Anteiso A; зато указанная кислота находится у всех Clavibacter spp., в количестве от 1% до 5%. В случае C.m.ssp. sepedonicus, как правило, в количестве около 5 %.

9.6. Тест BOX-PCR

Готовится суспензия приблизительно 106 клеток на мл в особо чистой воде. 

Тест проводится в соответствии с процедурой (Smith et al., 2001).

10. Тест на подтверждение

Тест на патогенность необходимо проводить для получения финального подтверждения диагностики C. m. ssp.sepedonicus, а также для оценки вирулентности идентифицированных культур как C.m.ssp. sepedonicus.
10.1. Препарируется инокулят приблизительно 106 клеток/мл на базе трехдневной культуры изолята, который необходимо протестировать, и соответствующего штамма положительного контроля C.m.ssp. sepedonicus.
10.2. Инокулируются 5-10 стеблей молодых растений баклажан в фазе третьего листа (см. пункт 7.3 или 7.4).
10.3. Стебли ставятся на инкубацию при температуре от 18°C до     24°C, при относительно повышенной влажности с обеспечением соответствующего полива для предотвращения водного голодания или стресса из-за засухи (см. пункт 7.7). Для  чистых культур типичное увядание должно наступить в течение двух недель. Однако растения, не проявляющие симптомов к концу указанного периода (см. пункт 7.8), необходимо оставить на инкубацию до трех недель при температуре благоприятной для роста баклажан, но не превышающей 25°C (см. приложение H к настоящему приложению). В случае, когда культура не проявляет к концу трехнедельного срока симптомов, нельзя подтвердить, что идет речь о патогенной форме C.m.ssp. sepedonicus.
10.4. Обеспечивается изоляция от симптоматических растений путем отбора сегмента стебля на высоте 2 см от точки инокуляции. Измельчается и готовится суспензия в небольшом количестве стерильной дистиллированной воды или фосфатного буфера 50 mM (см. приложение С). Отделяется от суспензии, разбавляется путем простого посева или в канавки, на среде MTNA и YPGA (см. приложение Е к настоящему  приложению), оставляется на инкубацию в течение трех-пяти дней при температуре от 21°C до 23°C, затем наблюдается рост характерных колоний C.m.ssp. sepedonicus.

                        Приложение А 
к приложению № 1 к Мерам по борьбе 
с бактериальной кольцевой гнилью 

 
картофеля  в Республике Молдова

Лаборатории,  практикующие оптимизацию и валидацию протоколов 

	Лаборатория 
	Населенный пункт
	Страна



	Agentur fur Gesundheit und Ernahrungssicherheit
	Вена и Линц
	Австрия 



	Departement Gewasbescherming
	Мерелбеке
	Бельгия 



	Plantedirektoratet
	Лонгбю
	Дания 

	Central Science Laboratory
	Йорк
	Англия 



	Scottish Agricultural Science Agency
	Эдинбург
	Шотландия 



	Laboratoire National de la Protection des Végétaux,

Unité de Bactériologie
	Анже
	Франция 



	Laboratoire National de la Protection des Végétaux,

Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
	Ле Рю
	Франция 



	Biologische Bundesanstalt
	Кляйнмахнов
	Германия 



	Pflanzenschutzamt Hannover
	Ганновер
	Германия 



	State Laboratory
	Дублин
	Ирландия 



	Plantenziektenkundige Dienst
	Вагенинген
	Голландия 



	Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection

Centre
	Арс
	Норвегия 



	Direcção-Geral de Protecção das Culturas
	Лиссабон
	Португалия 



	Nacionalni institut za biologijo
	Любляна
	Словения 



	Centro de Diagnostico de Aldearrubia
	Саламанка
	Испания 


                         Приложение В 
к приложению № 1 к Мерам по борьбе 
с бактериальной кольцевой гнилью 

 
картофеля  в Республике Молдова

Приготовление положительных и отрицательных контрольных проб для проведения на конусах тестов на выявление 

PCR /IF и FISH

Вносится в культуру на 72 часа вирулентный штамм C.m.ssp. sepedonicus [NCPPB 4053 или PD 406] на базовой среде MTNA и  вводится в суспензию в фосфатном буфере 10 мM, таким образом, чтобы клеточная плотность была приблизительно 1-2 × 108 UFC на мл. Это, в основном,  соответствует слегка мутной суспензии, имеющей оптическую плотность 0,20-600 nm.

Вырезаются конусы столонов из 200 клубней из урожая  картофеля белого сорта, известного отсутствием  C.m.ssp. sepedonicus. solanacearum.

Столоны обрабатываются обычным методом, а полученный концентрированный экстракт переносится в суспензию в количестве 10 млов.

Вносят по 900 μl концентрированного экстракта, перенесенного в  суспензии в десять стерильных микропробирок на  1,5 мл. 

Проводится посев первой микропробирки с 100 μl суспензии C.m.ssp. sepedonicus.  Гомогенизируется встряхиванием.

Устанавливаются десятичные степени инфицирования, с последующими разбавлениями в следующие пять микрпробирок. 

Все шесть зараженных микропробирок будут служить в качестве положительного контроля. Четыре неинфицированных микропробирок будут служить в качестве отрицательного контроля. Микропробирки этикетируются.

Готовятся аликвоты по 100 μl в стерильных микропробирках на 1,5 мл, таким образом, чтобы получить по девять  реплик (повторов) для каждой контрольной пробы. Хранят при температуре от –16 до –24 °C до момента использования.

Наличие и количество C. m. ssp. Sepedonicus в контрольных пробах необходимо подтвердить, в первую очередь, тестом на иммунофлуоресценцию.

Для теста PCR извлекается ДНК из каждой серии положительных и отрицательных контрольных проб.

Для тестов IF и FISH проводятся испытания на каждой серии положительных и отрицательных контрольных проб.

В случае тестов IF, FISH и РСR, C. m. ssp. Sepedonicus необходимо выявить в положительных контрольных пробах не менее 106 и 104 клеток/мл и должны совершенно отсутствовать в отрицательных контрольных пробах.
                        Приложение С 
к приложению № 1 к Мерам по борьбе 
с бактериальной кольцевой гнилью 

 
картофеля  в Республике Молдова
Буфера для процедур тестирования 
Не открытые стерильные буфера могут храниться не более одного года. 
1. Буфера для процедуры экстракции 

1.1. Буфер для экстракции (фосфатный буфер 50 mM, pH 7,0)

Указанный буфер используется для экстракции путем гомогенизации или встряхивания имеющейся в тканях растения бактерии.

Na2HPO4 (безводный) 

4,26 г
KH2PO4 



2,72 г
Дистиллированная вода
1,00 л
Ингредиенты растворяются, проверяется pH и осуществляется стерилизация в автоклаве в течение 15 минут при 121 °C.

Следующие присадки могут быть полезными:
	Присадки
	Объект
	Количество (на л)



	Хлопья  Lubrol
	Дефлокулянт  (*)
	0,5 г


	Пеногаситель с DC силиконом
	Пеногаситель  (*)
	1,0 мл


	Пирофосфат тетранатриевый 
	Антиокислитель 
	1,0 г


	Поливинилпиролидон -40 000 (PVP-40)
	Цепь ингибиторов для PCR
	50 г


(*) Использовать при методе экстракции гомогенизацией. 

1.2. Буфер для концентрированного экстракта (фосфатный буфер 10 mM, pH 7,2)

Указанный буфер используется для перенесения в суспензию и разбавления экстрактов столонов клубней картофеля, концентрированных центрифугированием.

Na2HPO4.12H2O 


2,7 г
NaH2 PO4.2H2O 


0,4 г
Дистиллированная вода 
1,00 л
Ингредиенты растворяются, проверяется pH и производится стерилизация в автоклаве в течение 15 минут при 121°C.

2. Буфера  для тестов на  иммунофлуоресценцию

2.1. Буфер IF (фосфатный буфер 10 mM, pH 7,2)

Указанный буфер используется для разбавления антител.

Na2 HPO4.12H2O 


2,7 г
NaH2 PO4.2H2O 


0,4 г
NaCl 




8,0 г
Дистиллированная вода
1,0 л
Ингредиенты растворяются, проверяется pH и производится стерилизация  в автоклаве в течение 15 минут при 121°C.

2.2. Буфер IF-Tween

Указанный буфер используется для  промывания планшетов.

Добавляется 0,1 % Tween 20 к буферу IF.

2.3. Глицерин забуференный фосфатом, pH 7,6

Указанный буфер используется в качестве закрепляющей жидкости  в ячейках планшетов IF для закрепления флуоресценции.

Na2 HPO4 .12H2O 


3,2 г
NaH2 PO4.2H2O 


0,15 г
Глицерин 



50 мл
Дистиллированная вода
100 мл
Растворы против окрашивания можно приобрести в торговой сети: например, Vectashield ® (Vector Laboratories) или Citifluor ® (Leica).

                         Приложение D 
к приложению № 1 к Мерам по борьбе 
с бактериальной кольцевой гнилью 

картофеля  в Республике Молдова

Определение степени инфицирования в момент проведения тестов IF и FISH

1. Подсчитывается среднее количество характерных флуоресцентных клеток в поле (c).

 2. Рассчитывается количество характерных флуоресцентных клеток в окошечке планшета микроскопа (C). 

C = c × S/s, где: 
S = площадь (S) окошечка планшета для микроскопа со многими ячейками;
s = площадь поля объектива микроскопа 

s = πi 2/4G 2K2,

где:

 i = коэффициент поля (зависит от типа окуляра и варьирует  от 8 до 24)

K = коэффициент микропробирки (1 или 1,25)

G = увеличение объектива (в 100 раз, в 40 раз и т.д.)

3. Рассчитывается количество характерных флуоресцентных клеток на мл концентрированного экстракта, перенесенного в суспензии, (N):
N = C ×1 000/y × F,  где:

 y = объем концентрированного экстракта, перенесенного в суспензии, на каждом окошке; 

F = коэффициент разбавления концентрированного экстракта, перенесенного  в  суспензии. 

                Приложение Е

к приложению № 1 к Мерам по борьбе 
с бактериальной кольцевой гнилью 

картофеля  в Республике Молдова
Среды для изоляции и культуры C.m.ssp. sepedonicus

1. Среды культуры общего типа 

Питательный агар

Питательный агар (Difco) 
23,0 г
Дистиллированная вода
1,0 л
Ингредиенты растворяются и стерилизуются в автоклаве в течение 15 минут при 121 °C.

Питательный агар с декстрозой

Питательный агар Difco Bacto, содержащий 1 % D-глюкозы (моногидрат). Стерилизуется в автоклаве в течение 20 минут при 115°C.
Дрожжевой агар, с пептоном и глюкозой (YPGA)

Экстракт дрожжей (Difco) 

5,0 г
Bacto-пептон (Difco)


5,0 г
D-глюкоза (моногидрат) 

10,0 г
Bacto-Агар (Difco) 


15,0 г
Дистиллированная вода

1,0 л
Ингредиенты растворяются и стерилизуются в автоклаве в течение 15 минут при 121 °C.

Среда для культуры с дрожжевым экстрактом и минеральными солями (YGM)

Экстракт дрожжей bacto (Difco) 

2,0 г
D-глюкоза (моногидрат) 


2,5 г
K2HPO4 





0,25 г
KH2PO4





0,25 г
MgSO4.7H2O 




0,1 г
MnSO4.H2O 




0,015 г
NaCl 






0,05 г
FeSO4.7H2O




0,005 г
Bacto-Агар (Difco) 



18 г
Дистиллированная вода


1,0 л
Ингредиенты растворяются и стерилизуются в автоклаве в течение 20 минут при 115°C.
2. Утвержденные селективные питательные среды 

Среда MTNA

За исключением противоположных указаний, все ингредиенты происходят от BDH.

Экстракт дрожжей (Difco) 

2,0 г
Манитол  




2,5 г
K2 HPO4 




0,25 г
KH2.PO4 




0,25 г
NaCl 





0,05 г
MgSO4 .7H2O



0,1 г
MnSO4.H2O 



0,015 г
FeSO4.7H2O



0,005 г
Агар (oxoid № 1) 



16,0 г
Дистиллированная вода

1,0 л
Ингредиенты растворяются и доводятся до pH 7,2. После  автоклавирования (15 минут при 121 °C) и охлаждения до 50 °C добавляются антибиотики: триметоприм 0,06 г, налидиксовая кислота   0,002 г, амфотерицин B 0,01 г.

Растворы антибиотиков хранятся следующим образом: триметоприм (Sigma) и налидиксовая кислота (Sigma) (оба по 5 мг/мл) в 96 % метаноле; амфотерицин B (Sigma) (1 мг/мл) в диметилсульфатоксиде. Растворы антибиотиков, подлежащие хранению, стерилизуются путем фильтрации.

Базовая среда хранится в течение трех месяцев. После добавления антибиотиков, среда хранится месяц в холодильнике.

Среда NCP-88

Питательный агар (Difco) 
23 г
Экстракт дрожжей (Difco) 
2 г
D-манитол



5 г
K2 HPO4 



2 г
KH2 PO4 



0,5 г
MgSO4 .7H2O 


0,25 г
Дистиллированная вода
1,0 л
Ингредиенты растворяются и доводятся до pH 7,2. После  автоклавирования и охлаждения до 50 °C добавляются следующие  антибиотики: сульфат полимиксина B (Sigma) 0,003 г, налидиксовая кислота (Sigma) 0,008 г, циклогексимид (Sigma) 0,2 г.

Антибиотики растворяются в материнских растворах: налидиксовая кислота в 0,01 M NaOH; циклогексимид в 50 % этиловом спирте, сульфат полимиксина B в дистиллированной воде. Растворы, подлежащие хранению, стерилизуются путем фильтрации.

Базовая среда хранится в течение трех месяцев. После добавления антибиотиков среда хранится месяц в холодильнике.

             Приложение F
к приложению № 1 к Мерам по борьбе 
с бактериальной кольцевой гнилью 

картофеля  в Республике Молдова
Валидированные реактивы  и протокол PCR 
Предварительные тесты должны обеспечить воспроизводимое выявление не менее 10 3-10 4 клеток  C.m.ssp. sepedonicus на мл экстракта образца.

Также предварительные тесты не должны давать ни одного неверного положительного результата с рядом селективных бактериальных штаммов.
1. Мультиплексный протокол PCR с внутренним контролем PCR (Pastrik, 2000)

1.1. Праймеры олигонуклеотидов 

Праймер прямой PSA-1

 5′ – ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa – 3′

Праймер непрямой PSA-R
 5′ – tac tga gat gtt tca ctt ccc c – 3′

Праймер прямой NS-7-F
 5′ – gag gca ata aca ggt ctg tga tgc – 3′

Праймер непрямой NS-8-R
 5′ – tcc gca ggt tca cct acg ga – 3′

Предусмотренный размер ампликона матрицы ДНК C.m.ssp. sepedonicus = 502 bp  (в присутствии праймера PSA).

Предусмотренный размер ампликона внутреннего контроля PCR 18S rRNA = 377 bp (в присутствии праймера NS).

1.2. Смесь реагентов для PCR 

	Реактив
	Количество для реакции
	Конечная концентрация

	Стерильная особо чистая вода
	15,725 μl
	

	10x буфер PCR (1) (15 mM MgCl2)
	2,5 μl
	1 × (1,5 mM MgCl2)



	BSA (фракция V) (10 %)
	0,25 μl
	0,1 %

	Смесь d-nTP(20 mM)
	0,125 μl
	0,1 mM

	Праймер PSA-1 (10 μΜ)
	0,5 μ l
	0,2 μΜ

	Праймер PSA-R (10 μΜ)
	0,5 μl
	0,2 μΜ

	Праймер NS-7-F (10 μΜ) (2)
	0,1 μl
	0,04 μΜ

	Праймер NS-8-R (10 μΜ)(2)
	0,1 μl
	0,04 μΜ

	Полимераза Taq (5U/μl)(1)
	0,2 μl
	1,0 U

	Объем пробы
	5,0 μl
	

	Общий объем:
	25,0 μl
	


(1) Методы были валидированы с использованием полимеразы Taq Perkin Elmer (AmpliTaq или Gold) и Gibco BRL.

(2) Концентрации праймеров NS-7-F и NS-8-R были оптимизированы для экстракции ядер столонов картофеля, с использованием метода гомогенизации и очищения ДНК по Pastrik (2000) [см. пункты 6.1.1. и 6.2 приложения 1]. Возможно,  возникнет необходимость новой оптимизации концентрации реагентов в случае экстракции методом встряхивания или другими методами изоляции ДНК. 

1.3. Условия для реакции PCR
Проводятся следующие работы:

1 цикл:        а) 
3 минуты при 95 °C: денатурация матрицы  ДНК;

10 циклов:   b) 
одна минута при 95 °C: денатурация матрицы  ДНК;

                     c) 
одна минута при 64 °C: гибридизация с праймерами;

                     d) одна  минута при 72 °C: растягивание
                             комплементарного  ДНК;

25 циклов:  e)  30 секунд при 95 °C: денатурация  матрицы ДНК; 

                    f) 
30 секунд при 62 °C: гибридизация с праймерами;

                    g)   одна  минута при 72 °C: растягивание
                           комплементарного  ДНК;

1 цикл:       h) 5 минут при 72 °C: конечное растягивание;

             i) 
выдерживается при 4 °C.

Эта программа была усовершенствована для использования с термоциклером MJ Research PTC 200. Возможно, возникнет необходимость модификации этапов циклов b), c), d), e), f) и g) для использования с другими моделями.

1.4. Анализ энзимных рестрикций ампликона 

Амплифицированные продукты PCR ДНК C. m. ssp. Sepedonicus, после инкубации при 37 °C в течение 30 минут производят с энзимом Bgl II отчетливый полиморфизм длин фрагментов рестрикции. Полученные фрагменты рестрикции на базе специфического фрагмента C.m.ssp. sepedonicus имеют длину 282 bp и 220 bp.

2. Приготовление буфера заполнения 

2.1. Голубой бромфенол (концентрированный раствор 10 %)

Голубой бромфенол – 5 г
Дистиллированная вода (bidest) - 50 мл
2.2. Буфер заполнения

Глицерин (86 %) 


- 3,5 мл
Голубой бромфенол (5,1) 
- 300 μl

Дистиллированная вода (bidest) -  6,2 мл
3. 10x буфер EDTA (TAE) триацетат, pH 8,0

Буфер три 



- 48,4 г
Уксусная кислота ледяная
- 11,42 мл
EDTA (соль Disodium) 

- 3,72 г
Дистиллированная вода
- 1,00 л
Перед использованием разбавляется до 1x.

Имеется и в торговой сети (например, Invitrogen или его эквивалент).

                 Приложение G 
к приложению № 1 к Мерам по борьбе 
с бактериальной кольцевой гнилью 

картофеля  в Республике Молдова
Валидированные реагенты для теста FISH
1. Олигозонды

Зонд  CMS-CY3-01 специфический для Cms 5′ –ttg cgg ggc gca cat ctc tgc acg–3′

Зонд для эубактерий EUB-338-FITC неспецифический 5′–gct gcc tcc cgt agg agt–3′

2. Раствор для фиксации

Нагреваются 9 мл молекулярно чистой воды (например, особо чистой воды) до 60 °C и добавляется 0,4 г параформальдегида.  Параформальдегид растворяется после добавления 5 капель 1N NaOH и смешивается при помощи магнитного встряхивателя.

Доводится до pH 7,0  добавлением 1 мл фосфатного буфера 0,1 M (PB; при pH 7,0) и 5 капель 1N HCl.

Проверяется pH при помощи полосок индикатора и, при необходимости, доводится до нужной величины с HCl или NaOH.

Раствор фильтруется через мембранный фильтр 0,22 μm и хранится до использования при 4 °C в укрытом от пыли месте.

Раствор для фиксации и замещения: 96 % этиловый спирт.

3. Hibmix 3x

NaCl 







2,7 M

Tri-HCl 






60 mM (pH 7,4)

EDTA (фильтр, стерилизованный в автоклаве) 
- 15 mM

Разбавляется до 1x, при необходимости.

4. Раствор для гибридизации

Hibmix 1x

Додецилсульфат натрия (SDS) 

0,01 %

Зонд EUB 338 




5 ng/μl

Зонд CMSCY301 




5 ng/μl

Готовятся необходимые количества растворов для гибридизации, соблюдая расчеты указанной ниже таблицы. Для каждого планшета (который содержит по две разные дублирующие пробы) необходимо 90 μl раствора для гибридизации. 

Рассчитанные количества реагентов для приготовления раствора гибридизации 

	Наименование растворов
	2
	8

	Стерильная особо чистая вода
	50,1
	200,4

	Hibmix 3x
	30,0
	120,0

	1 % Додецилсульфат натрия
	0,9
	3,6

	Зонд EUB 338 (100 ng/μl)
	4,5
	18,0

	Зонд CMSCY301 (100 ng/μl)
	4,5
	18,0



	Общий объем (μl)
	90,0
	360,0


Примечания: 

Все растворы, содержащие чувствительные к свету олигозонды, хранятся в темном месте при температуре –20 °C. 

Во время использования предохраняются от прямых лучей солнца или прямого электрического света.

5. Фосфатный буфер 0,1 M, pH 7,0

Na2 HPO4 




8,52 г
KH2 PO4 




5,44 г
Дистиллированная вода

1,00 л
Ингредиенты растворяются, проверяется pH и производится стерилизация в  автоклаве в течение 15 минут при  121 °C.

                 Приложение H

к приложению № 1 к Мерам по борьбе 
с бактериальной кольцевой гнилью 

картофеля  в Республике Молдова
Культуры баклажан
Проводится посев семян баклажан (Solanum melongena) в пастеризованном грунте. Когда семядоли полностью развиты (10-14 дней),  растения пересаживаются  в пастеризованный грунт для пересадки. 

Баклажаны необходимо выращивать в теплице, с соблюдением следующих условий:  

продолжительность дня 14 часов или естественная  продолжительность дня, в случае, когда она  длиннее;  

температура:  днем – 21-24 °C 
                       ночью – 15 °C.

                  Приложение I
к приложению № 1 к Мерам по борьбе 
с бактериальной кольцевой гнилью 

картофеля  в Республике Молдова

Процедура для Gram-реакции (модификация Hucker) 
(Doetsch, 1981) 
1. Раствор кристаллического фиолетового получают следующим образом:
растворяют 2 г кристаллического фиолетового в 20 мл 95 % этилового спирта;
растворяют 0,8 г оксалата аммония в  80 мл дистиллированной воды;
смешивают оба раствора.
2. Раствор йода в водном растворе йодистого калия Lugol готовят следующим образом:
йод 



-
1 г;
иодид калия 

-
2 г;
дистиллированная вода - 300 мл;
твердые вещества совместно измельчаются пестиком в ступке;

добавляют воду и перемешивают в закрытом сосуде до растворения.

3. Окрашивающий раствор сафранина  изготавливают из:
материнского раствора:

сафранин O


- 2,5 г;
95 % 
этиловый спирт

- 100 мл.
смешивают и ставят на хранение.

разбавляют в пропорции 1:10 для получения рабочего раствора.

4. Процедура окрашивания включает следующие этапы:
препарируются мазки, высушиваются на воздухе и фиксируются в тепле;
планшет погружается в раствор кристаллического фиолетового в течение одной минуты;
быстро промывается проточной водой;
погружается в раствор йода в водном растворе йодистого калия Lugol на одну минуту;
промывается проточной водой и высушивается промокательной бумагой;
обесцвечивается добавлением 95 % этилового спирта, капля за каплей до тех пор, пока цвет раствора изменится или погружением в этиловый спирт на 30 секунд с легким встряхиванием; 

промывается проточной водой и высушивается промокательной бумагой;
погружается в раствор сафранина  на 10 секунд; 

промывается проточной водой и высушивается промокательной бумагой.

Грамположительные бактерии имеют фиолетово-голубой цвет;  грамотрицательные бактерии имеют розово-красный цвет. 

              Приложение №2

к Мерам по борьбе с бактериальной 
кольцевой
гнилью  картофеля

 в Республике Молдова

1. Во всех случаях  подозрительного появления, для которых при помощи теста или тестов на выявление, проведенных в соответствии с методами, изложенными в приложении № 1 к Мерам по борьбе с бактериальной кольцевой гнилью картофеля в Республике Молдова, была выявлена положительная реакция, которую необходимо опровергнуть или подтвердить путем применения указанных процедур, необходимо хранить и законсервировать в соответствующих условиях:  

все клубни, содержащиеся в пробе и, по мере возможности, все растения, содержащиеся в пробе;

любой остаточный экстракт и приготовленный дополнительный материал для теста или тестов на выявление, а также все препарированные планшеты для тестов на иммунофлуоресценцию;

любую релевантную документацию  до завершения соответствующих процедур. 

При необходимости, консервирование клубней позволит  осуществить тестирование разновидностей.

2. В случае подтверждения наличия организма необходимо сохранить и законсервировать в адекватных условиях:

материал, указанный в пункте 1; 

образец инфицированных баклажан путем инокуляции экстрактом клубней или растений; 

изолированную культуру организма в течение не менее месяца после процедуры нотификации, предусмотренной  в пункте 11  Мер по борьбе с бактериальной кольцевой гнилью картофеля в Республике Молдова.

Приложение №3
к Мерам по борьбе с бактериальной 
кольцевой
гнилью  картофеля

 в Республике Молдова

1. Для определения возможной  степени распространения заражения в соответствии с подпунктом 2)  пункта 10 настоящих Мер необходимо учитывать следующие факторы:

а) клубни или растения, выращенные на производственном участке, признанном зараженным, согласно подпункту 1) пункта 10 настоящих Мер;

b) производственное(ые) место (места), связанное(ые) в производственной системе с клубнями и растениями, признанными зараженными на основании подпункта 1) пункта 10 Мер, в том числе и те, где применяют то же снаряжение и производственную технику прямым образом или посредством общего подрядчика;

с) клубни или растения, выращенные на месте или местах выращивания, указанных в подпункте b), или находившиеся на соответствующем(их) месте (местах) в период, когда клубни или растения, признанные зараженными на основании подпункта 1 пункта 10 настоящих Мер, находились на производственных местах,  указанных в подпункте а);

d) оборудование, где производятся манипуляции с картофелем, происходящим из указанных  выше производственных мест; 

е) любой материал, автотранспортное средство, емкость, склад или их часть, а также любой другой объект, в том числе упаковка, возможно контактировавшая с клубнями или растениями, признанными зараженными в соответствии с подпунктом  1) пункта 10 настоящих Мер;

f) любой клубень или растение,  хранящися в или контактирующие с любым указанным в подпункте е) элементом или объектом, до их очистки и дезинфекции; 

g) вследствие тестов, указанных в пункте 12 настоящих Мер, клубни или растения, имеющие клональную или родительскую связь с клубнями или растениями, признанными зараженными в соответствии с подпунктом 1) пункта 10 настоящих Мер, и для которых, несмотря на то, что  результаты тестов на наличие патогенного организма были отрицательными, является возможным заражение посредством клональной связи. Можно проводить тест в отношении разновидностей для определения идентичности зараженных клубней или растений, имеющих такую клональную связь;  

h) место (места) выращивания клубней или растений, указанных в подпункте g). 

2. Для определения возможного распространения заражения, указанного в подпункте 3) пункта 10 настоящих Мер, необходимо учитывать следующие факторы:

а) близость от других производственных мест, где выращивается картофель или другие растения-хозяева; 

b) совместное производство и использование запасов семенного картофеля.

3. Нотификация, указанная в подпункте 1) пункта 11 настоящих Мер, включает:

сразу после подтверждения наличия организма лабораторными тестами, проведенными в соответствии с методами, предусмотренными в приложении № 1 к настоящим Мерам, минимум:

наименование сорта партии картофеля;

тип (для хранения, семенной и т.д.) и, при необходимости, категория семенного картофеля;

если существует риск заражения картофеля, происходящего из одной или более стран, орган фитосанитарного контроля немедленно доводит до сведения аналогичного органа страны или соответствующих стран информацию, позволяющую им действовать в соответствии с подпунктом 1)  пункта 11 настоящих Мер,  а именно:

наименование сорта партии картофеля;

наименование и адрес экспедитора и получателя;

дату поставки партии картофеля;

объем поставленной партии картофеля;

при необходимости, копию фитосанитарного паспорта или хотя бы номер фитосанитарного паспорта, а также, исходя из обстоятельств, номер регистрации производителя или поставщика и копия накладной.

Центральному органу публичного управления в области сельского хозяйства немедленно направляется указанная информация.

После окончания всех исследований, по каждому случаю:

дата подтверждения заражения;

краткое описание проведенных исследований с целью идентификации источника и возможного распространения заражения, с уточнением количества исследованных проб;

информация об идентифицированном(ых) предполагаемом(ых)  источнике(ах)  заражения;

уточнение о распространении зоны заявленного заражения, в том числе о количестве производственных мест и количестве партий, с указанием сорта и, для  семенного картофеля -  категории;

уточнение в отношении ограничения зараженной зоны, в том числе  количество производственных мест, не заявленных как зараженные, но  входящих  в зону;

всю остальную информацию, которую центральный публичный орган в области сельского хозяйства может потребовать, относительно заявленного очага или очагов.

                   Приложение №4
к Мерам по борьбе с бактериальной 
кольцевой  гнилью  картофеля

 в Республике Молдова

1. Мерами под официальным контролем, указанными в пункте 14 настоящих Мер, в соответствии с частью (4) статьи 12 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года  являются  следующими:

а) использование в качестве корма для скота после термической обработки с исключением любого риска выживания патогенного агента; или

b) вывоз на отведенное для отходов место, не представляющее никакого идентифицированного риска для распространения патогенного агента в окружающей среде, например, путем инфильтрации в сельхозяйственные участки; или 

с) сжигание; или
d) промышленная переработка путем немедленной и прямой отправки на предприятие переработки, оборудованное специальной техникой для утилизации отходов, в отношении которых установлено, что они не представляют никакого идентифицированного риска распространения организма, а также системой для проведения работ по очистке и дезинфекции хотя бы автотранспортных средств, выезжающих с предприятия,  или

е) другие меры, если установлено, что эти отходы не представляют никакого идентифицированного риска распространения организма.

Все отходы, остающиеся после завершения указанных выше операций, или в результате соответствующих операций,  удаляются, с использованием официально утвержденных методов, в соответствии с приложением № 5 к настоящим Мерам.

2. При надлежащем использовании или удалении клубней или растений, объявленных возможно зараженными  на основании подпункта 2) пункта 10 настоящих Мер и предусмотренных в пункте 15 Мер, под контролем органа фитосанитарного контроля и при согласии центрального органа публичного управления в области сельского хозяйства  на отправку картофеля на упаковку или переработку, использование техники для удаления/вывоза отходов, указанных в подпунктах а) и b),  включает:

а) использование складированного картофеля в качестве продовольственного картофеля в упаковках для поставок и прямого использования, не требующего расфасовки, на пункте, оборудованном соответствующей техникой для удаления/вывоза отходов. Картофель для посадки не может подвергаться манипуляциям в этом же месте, его необходимо хранить лишь раздельно или после очисти и дезинфекции; или

b) использовать его как продовольственный картофель, предназначенный для промышленной переработки, после прямой и немедленной отправки его на перерабатывающее предприятие,  располагающее необходимым оборудованием для удаления отходов, а также системой, позволяющей очистку и дезинфекцию хотя бы выезжающих с предприятия транспортных средств; или 

с) другой способ использования или удаления, по мере установления отсутствия идентифицированного риска распространения организма и при наличии  разрешения органа фитосанитарного контроля.

3. Адекватными методами очистки и дезинфекции объектов, перечисленных в пункте 16 настоящих Мер, являются меры, в отношении которых установлено, что они не представляют никакого идентифицированного риска распространения организма; они применяются под надзором органа фитосанитарного контроля.

4. Меры, которые должны быть введены в действие органом фитосанитарного контроля в ограниченной зоне, установленные на основании подпункта 3) пункта  10  и изложенные в пункте 17 настоящих Мер, предусматривают следующие действия:

4.1. На производственных местах, признанных зараженными в соответствии с частью (3) статьи 9 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года и на основании подпункта 1) пункта 10 настоящих Мер: 

 1) на участке, признанном зараженным на основании подпункта 1) пункта 10 настоящих Мер: 

а) в течение не менее трех урожайных лет после урожайного года признанного заражения:

предпринимаются меры по удалению спонтанных культур картофеля и других растений-хозяев патогенного организма;
не высаживается и не высеивается ни один клубень, растение или семя картофеля, ни одно растение-хозяин патогенного организма и ни одна культура, для которой существует выявленный риск распространения организма;

в год первого урожая картофеля, следующего за указанным в предыдущем абзаце, периоде и при условии, что участок был признан свободным от наличия спонтанных культур картофеля и других растений-хозяев патогенного организма, на протяжении не менее двух урожайных лет подряд до посадки, будет разрешена посадка только продовольственного картофеля, а собранные клубни должны быть протестированы в соответствии с процедурой, изложенной в приложении № 1 к настоящим Мерам;

в период сезона сбора урожая картофеля, следующего за указанным в предыдущем абзаце, и после адекватного цикла ротации, который длится два года для культуры картофеля, разрешается посадка картофеля для семян или продовольственного картофеля и проводятся официальные исследования в соответствии с пунктом 3 настоящих Мер,  или

b) во время четырех урожайных лет, следующих за годом признанного заражения:

принимаются меры по борьбе со спонтанными культурами картофеля и другими растениями-хозяевами патогенного организма;
участок либо не обрабатывается, либо превращается в постоянный выгон для скота, в последнем случае выкашивается часто на корню или превращается в интенсивный выгон;

в год первого урожая картофеля, следующий за периодом,  указанным в предыдущем абзаце, и при условии, что участок был признан свободным от наличия спонтанных культур картофеля и других растений-хозяев патогенного организма на протяжении не менее двух урожайных лет подряд до посадки, будет разрешена посадка картофеля для семян или для продовольствия, а собранные клубни должны быть протестированы в соответствии с процедурой, изложенной в приложении № 1 к настоящим Мерам;

2) на всех остальных полях на зараженном производственном месте и при условии, что орган фитосанитарного контроля удостоверился, что риск, представляемый спонтанными культурами картофеля и другими растениями-хозяевами патогенного организма, естественным путем исключен:

на протяжении урожайного года, следующего за годом признанного заражения, либо не производится посадка ни одного клубня, растения или семян настоящего картофеля, ни одного растения- хозяина организма естественным путем; или
проводится посадка рассады картофеля, сертифицированного в официальном порядке на основании закона (Закон  № 160 от 22 июля 2011 года о регулировании предпринимательской деятельности путем разрешения), исключительно для выращивания продовольственного картофеля;

на протяжении второго урожайного года, следующего за годом признанного заражения, проводится посадка только сертифицированных семян или растений картофеля после официального тестирования на бактериальную кольцевую гниль и культивируемых под официальным контролем на других производственных местах, кроме перечисленных в пункте 4.1 настоящего приложения, для получения семенного картофеля или продовольственного картофеля;

не ранее третьего урожайного года, следующего за урожайным годом признанного заражения, проводится посадка только сертифицированных растений картофеля или растений картофеля, культивируемых под официальным надзором на базе сертифицированных растений картофеля  для производства семенного картофеля или картофеля для хранения;

на протяжении каждого из указанных в предыдущих пунктах урожайных лет предпринимаются меры для удаления спонтанных культур картофеля, а также, при необходимости, растений-хозяев патогенного организма, и на каждом участке с культурой картофеля проводятся официальные тесты на собранном картофеле в соответствии с процедурой, изложенной в приложении №1 к настоящим Мерам;

3) сразу после признания заражения в соответствии с подпунктом 1) пункта 10 настоящих Мер и в течение  следующего первого урожайного года весь материал и все производственные средства и помещения для хранения картофеля, вовлеченные в процесс производства картофеля, подвергаются очистке и дезинфекции, при необходимости, с использованием адекватных методов, в соответствии с пунктом  3 настоящего приложения;

4) на производственном предприятии с защищенной культурой, позволяющей полное замещение среды культуры:
не проводится посадка ни одного клубня, растения или семян, за исключением случая, когда производственное предприятие подвергается определенным мерам под официальным контролем с целью искоренения патогенного организма и всех растений-хозяев, в т.ч. как минимум полного замещения среды культуры, а также очистки и дезинфекции производственного предприятия и всего оборудования, когда орган фитосанитарного контроля разрешает в дальнейшем производственному предприятию возобновление деятельности по производству картофеля,  и продукция картофеля выращена на базе сертифицированных растений картофеля, из миниклубней или микрорастений, происходящих из тестированных  источников.
4.2. Внутри ограниченной зоны, без ущерба для мер, перечисленных в пункте 4.1, орган фитосанитарного контроля:

1) требует сразу после признания заражения, чтобы все машины и вся техника для хранения картофеля, находящиеся на производственном месте, подвергались очистке и, при необходимости, дезинфекции, в соответствии с адекватными методами, указанными в пункте 3 настоящего приложения;

2) сразу после признания заражения и на протяжении не менее трех периодов вегетации:

требует от территориальных подразделений обеспечить надзор за сооружениями для культуры, хранилищами и местами складирования  клубней картофеля, а также помещениями предприятий, эксплуатирующих по контракту материалы, используемые в выращивании картофеля;

требует, чтобы в соответствующей зоне был посажен только сертифицированный семенной материал или семенной материал,  выращенный под официальным контролем, для всех культур картофеля, а собранный семенной картофель с производственных площадей, признанных возможно зараженными на основании подпункта 2) пункта 10 настоящих Мер, подлежит тестированию;

требует для всех находящихся в зоне сооружений, чтобы все запасы убранного семенного картофеля и запасы растений картофеля, предназначенные для хранения, хранились раздельно или была обеспечена система очистки и дезинфекции между процессами хранения семенного картофеля и картофеля, предназначенного для  потребления;

проводит официальные исследования в соответствии с пунктом 3 настоящих Мер;
3) при необходимости разрабатывает программу замены всех запасов семенного  картофеля в течение соответствующего периода.

Приложение №5
к Мерам по борьбе с бактериальной 
кольцевой
гнилью  картофеля

 в Республике Молдова

Для предотвращения любого идентифицированного риска распространения патогенного организма места  для удаления отходов,  перечисленные в  пункте 1 приложения № 4 к настоящим Мерам, соблюдаются  следующие требования:

1) отходы картофеля (в том числе негодный картофель и кожура) и любые другие твердые отходы, связанные с картофелем (включая  землю, камни и другие отходы),  необходимо удалить:

a) в месте вывоза  отходов, согласованном с органом фитосанитарного контроля, который не представляет для окружающей среды идентифицированного риска распространения патогенного организма, например, инфильтрацией на сельскохозяйственные участки, отходы необходимо вывозить прямым путем в соответствующее место, обеспечивая меры изоляции и предотвращая любой риск их потери; или

b) сжиганием; или

c) другими действиями, утвержденными органом фитосанитарного контроля в соответствии с подпунктом g) части (4) Закона № 228 от 23 сентября 2010 года о защите растений и фитосанитарном карантине, в той мере, в которой установлено, что соответствующие действия не представляют никакого идентифицированного риска распространения организма; 

2) до удаления жидкие выделения, содержащие твердые включения в суспензии, необходимо фильтровать или декантировать для удаления соответствующих твердых включений. Твердые включения удаляются в соответствии с требованиями пункта 1).

Затем твердые включения необходимо:

a) либо полностью нагревать до 60 °C в течение не менее 30 минут до их удаления; либо
b) удалить другим образом, с согласия и под официальным контролем, с тем,  чтобы не существовало ни одного идентифицированного риска попадания отходов на сельхозяйственные участки.

Процедуры, описанные в настоящем приложении, применяются в равной мере и к отходам, связанным с манипулированием, удалением и обработкой зараженных участков.
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