	                  Приложение № 14

к  Постановлению Правительства №558

от  22 июля   2011 г.


МЕРЫ ПО КОНТРОЛЮ
бактерии Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. в Республике Молдова 
Меры по контролю бактерии Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., (в дальнейшем – Меры) излагают Директиву 98/57/ЕC Совета от 20 июля 1998 года по контролю Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.,  опубликованную в Официальном журнале L 235 от 21 августа 1998 года, измененную и дополненную Директивой  2006/63, ЕС Комиссии от 14 июля 2006 г. об изменении приложений II-VII Директивы 98/57 ЕС Совета по контролю Ralstonoa solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., опубликованной в Официальном журнале L 206 от 27 июля 2006 года.

1. Настоящие Меры устанавливают действия, которые должны быть предприняты в Республике Молдова против распространения бактерии Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. – патогенного возбудителя бурой гнили картофеля и бактериальной кольцевой гнили  картофеля и томатов в целях:

1) определения местоположения и распределения;

2) предотвращения возникновения и распространения;

3) предупреждения  распространения и осуществление контроля в целях ликвидации в случае обнаружения. 

2. В  рамках настоящих Мер применяются следующие понятия:

1) организм – бактерия Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.;

2) посадочный материала – растения-хозяева для организма, перечисленные в разделе I приложения № 1  к настоящим Мерам.
3. Орган фитосанитарного контроля, соответственно его территориальные подразделения,  на основе положений статьи 4 Закона      о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года осуществляет систематические ежегодные официальные инспекции в целях обнаружения организма в посадочном материале, происходящем с территории их деятельности:
1) выявляет другие возможные источники заражения, которые угрожают производству посадочного материала, проводит оценку рисков и,  за исключением случая, когда во время оценки не идентифицируется ни одного риска распространения организма,  осуществляет проверки в зонах производства посадочного материала  для обнаружения организма на других растениях, кроме посадочного материала, указанного в пункте 2, в том числе на диких пасленовых растениях-хозяевах, а также  в поверхностных водах используемых для орошения посадочного материала, в жидких отходах, происходящих от переработки или мест упаковки и  манипулирования с посадочным материалом, и используемые для орошения или опрыскивания посадочного материала. В зависимости от идентифицированного риска определяется частота проверок, предусмотренных в подпункте 1);
2) проводит официальные проверки для обнаружения организма на материалах, таких как питательная среда, почва и твердые отходы, полученные от промышленной переработки или в местах упаковки.

4. Официальные проверки, предусмотренные в пункте 3 и на основании статей  9 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года, осуществляются:

1) в отношении посадочного материала, в соответствии с положениями пункта  1 раздела  2 приложения № 1 к настоящим Мерам;

2) в отношении растений-хозяев, кроме посадочного материала, предусмотренного в пункте 2, и  в отношении воды, в том числе жидких отходов, и, если это необходимо, отбираются пробы и подвергаются официальным лабораторным исследованиям или официальному надзору в соответствии с установленными методами;

3) при необходимости, в отношении других материалов в соответствии с установленными методами.

5. Дополнительные положения относительно  процедур инспекции  в соответствии со статьей 9 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года, и числа, происхождения, стратификации и периода отбора проб разрабатываются органом фитосанитарного контроля на основании научных принципов, статистики и биологии организма, принимая во внимание частную систему производства растительного материала и, при необходимости, других растений-хозяев для организма.

6. Детали и результаты официальных инспекций, предусмотренных в пункте 3, должны предоставляться ежегодно центральному публичному органу в области сельского хозяйства в соответствии с положениями пункта 2 раздела II приложения № 1 к настоящим Мерам. Данные уведомления представляются до 1 июня, за исключением  семенного картофеля, произведенного в индивидуальных хозяйствах, для которых уведомление представляется до 1 сентября. Детали и результаты урожая относятся к продукции прошлого года. Детали данных уведомлений могут быть представлены в секретариат Европейской и Средиземноморской организации по защите растений (ОЕРР).

7. Орган фитосанитарного контроля обеспечивает, чтобы информация о возникновении подозрения или подтверждения присутствия организма на территории деятельности, предоставлялась  центральному публичному органу в области сельского хозяйства.

8. В случае возникновения подозрения о появлении организма орган фитосанитарного контроля обеспечивает проведение официальных лабораторных исследований или под официальным наблюдением, используя для посадочного материала соответствующий метод, согласно приложению № 2 к настоящим Мерам, и в соответствии с условиями, предусмотренными в пункте 1 приложения № 3 к настоящим Мерам, или во всех других случаях  любой другой официально утвержденный метод в целях подтверждения или опровержения появления подозреваемого организма. В случае подтверждения присутствия организма применяются положения  пункта 2 приложения № 3 к настоящим Мерам.

9. В ожидании подтверждения или опровержения подозрения на появление организма в соответствии с пунктом 8, и на основе положений статьи 12 Закона о защите растений и фитасанитарном контроле  в случаях возникновения подозрения  о наличии организма, когда:

1) были обнаружены диагностические симптомы, вызванные организмом, и положительный результат теста/тестов по обнаружению в соответствии с пунктом 1 раздела I  и разделом II приложения № 2  к настоящим Мерам, или

2) был идентифицирован положительный результат теста/тестов по обнаружению в соответствии с пунктом 2 раздела I и разделом  III приложения № 2 к настоящим Мерам, орган фитосанитарного контроля:

а) запрещает перемещение растений и клубней из всех урожаев, партий или грузов, из которых были взяты пробы, которое должно осуществляться только под официальным контролем и при условии, что уже установлено, что не существует ни одного идентифицированного риска распространения организма;

b) применяет необходимые меры по идентификации происхождения предполагаемого возникновения;

c) устанавливает дополнительные меры предосторожности на основе оценки уровня риска, особенно в связи с производством посадочного материала и перемещением других партий семенного картофеля, кроме указанных в литере а) подпункта 2), произведенных на месте производства, откуда были взяты пробы, предусмотренные в литере а) подпункта 2)  в целях предотвращения  любого распространения организма.

10. В случаях возникновения подозрения и наличие  риска заражения посадочного материала или поверхностной воды другого соседнего государства (соседних государств) орган фитосанитарного контроля незамедлительно уведомляет, в соответствии с идентифицированным риском, о деталях предполагаемого появления аналогичный  орган другого  государства или других соседних государств.

11. В случае, если в результате официальных лабораторных тестов под официальным наблюдением, выполненных для посадочного материала в соответствие с методом, предусмотренным в приложении № 2 к настоящим Мерам или во всех других случаях, любым другим официально утвержденным методом подтверждается присутствие организма в пробе, отобранной в соответствии с настоящими Мерами, орган фитосанитарного контроля, учитывая фундаментальные научные принципы, биологию организма и особенности производимой продукции, реализацию  и системы переработки растений-хозяев организма, на основе положений статей 9 и 12 Закона № 228 от 23 сентября 2010 года о защите растений и фитосанитарном карантине, применяет следующие меры:
1) для  посадочного материала орган фитосанитарного контроля:

а) начинает расследование для определения распространения первичного источника или источников заражения, в соответствии с приложением № 4 к настоящим Мерам, с дополнительными испытаниями в соответствии с пунктом 8, по крайней мере, в отношении партии семенного картофеля, имеющего родственные гены, и

b) считает зараженным посадочный материал, транспорт и/или партию, из которых были взяты пробы, и оборудование, автотранспортное средство, судно, хранилище или их части и любые другие объекты, в том числе упаковочный материал, который был в контакте с посадочным материалом,  из которого  отобрана проба;

c) признает  зараженными, в случае необходимости, поле или поля, предприятие  или предприятия по производству защищенных культур и место или места производства, из которых был собран посадочный материал и отобрана проба;

d) для проб, отобранных в течение вегетационного периода, признаются  зараженными поле или поля, место или места производства и, при необходимости, предприятие или предприятия по производству защищеных культур,  из которых была отобрана проба, и

e) определяет, в соответствии с  положениями пункта 1 приложения № 5 к настоящим Мерам, вероятность распространения заражения контактным путем до или после сбора урожая, через производственные связи, орошение или опрыскивание или через клональное родство с материалом, признанным зараженным; и

f) разграничивает зону на основании признанного заражения в соответствии с положениями литер b), c) и d) для определения вероятного распространения заражения в соответствии с литерой е) и возможного распространения организма в соответствии с положениями литеры а) пункта 2 приложения № 5 к настоящим Мерам;
2) для культур растений-хозяев, кроме указанных в подпункте 1), у которых производство посадочного материала определяется как подверженное риску, орган фитосанитарного контроля:

а) инициирует расследование в соответствии с положениями литеры а) подпункта 1);  и

b) признает зараженными растения-хозяева организма, от которых была отобрана проба; и

c) определяет вероятность заражения, разграничивает зону в соответствии с литерой а) и соответственно литерой f) подпункта 1), в связи с производством посадочного материала;
3) в случае поверхностных вод, в том числе жидких отходов, происходящих от промышленной переработки или с мест упаковки посадочного материала, и для общих диких пасленовых растений-хозяев, там, где производство посадочного материала определяется как подвергаемое  риску путем орошения, опрыскивания или наводнения поверхностными водами, орган фитосанитарного контроля:

а) начинает расследования, в том числе инспекцию в соответствующие периоды, для проб, отобранных из поверхностных вод,  и если присутствуют дикие пасленовые растения-хозяева на этих растениях – в целях установления распространения заражения, и

b) признает как зараженную поверхностную воду, из которой была отобрана проба или пробы соответвественно распространению заражения и на основе  производимых исследований, в соответствии с литерой а); и

c) определяет вероятное заражение и разграничивает зону на основе определения заражения в соответствии с литерой b) и возможное распространение организма, принимая во внимание положения пунктов 1 и 2  приложения № 5 к настоящим Мерам;
4) орган фитосанитарного контроля незамедлительно извещает аналогичные органы соседних государств и других заинтересованных государств, в соответствии с положениями пункта 3 приложения № 5,  о любом  подтвержденном заражении в соответствии с литерой b) подпункта 1), литерой b) подпункта 3) и сведения  о демаркации зоны в соответствии с литерой b) подпункта 1) и, при необходимости, в соответствии с литерой с) подпункта 3). Подробная информация об уведомлении в соответствии с настоящим пунктом может быть представлена Секретариату Европейской и Средиземноморской организации по защите растений (OEPP).

12. Посадочный материал,  признанный зараженным в соответствии с  литерами b), c) и d) подпункта 1) пункта 11, не может быть посажен, поэтому под контролем органа фитосанитарного контроля подвергается  мерам согласно пункту 1 приложения № 4 к настоящим Мерам, с тем чтобы исключить любой идентифицированный риск распространения организма.

13. Признанный вероятно зараженным посадочный материал в соответствии с литерой е) подпункта 1) и литерой с)  подпункта 3),   в том числе посадочный материал, для которого был выявлен риск, появившийся в местах, признанных вероятно зараженными, в соответствии с положениями литеры е) подпункта 1) пункта 11 не может быть посажен и под контролем органа фитосанитарного контроля  на основе статьи 12 Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года, утилизируется или уничтожается в соответствии с пунктом 2 приложения № 6 к настоящим Мерам, таким образом, чтобы не имелось ни одного идентифицированного риска распространения организма.

14. Любое оборудование, транспортное средство, судно, хранилище, или их части и любые другие объекты, включающие упаковочный материал, признанные зарараженными в соответствии с литерами b), c) и d) подпункта 1) пункта 11  или определенные вероятно зараженными в соответствии с положениями литеры е) подпункта 1)  и литеры c) подпункта 3)  на основе статьи 12 Закона о защите растений и фитосанитарном карантие № 228 от 25 сентября 2010 года обеззараживаются или уничтожаются с использованием методов, предусмотренных в пункте 3 приложения № 6 настоящих Мер. После дезактивации  ни один из данных объектов не считается зараженным.

15. Без ущерба для применяемых мер в соответствии с положениями пунктов 12-14 орган фитосанитарного контроля предпринимает в разграниченной зоне в соответствии с литерой f) подпункта 1) и литерой с) подпункта 3) пункта 11 ряд мер в соответствии с положениями пунктов 4.1 и 4.2 приложения № 6 к настоящим Мерам. Подробная информация о данных мерах ежегодно сообщается центральному публичному органу в области сельского хозяйства.

16. Семенной картофель должен соответствовать Специальным требованиям к ввозу и перемещению растений, растительных продуктов и других объектов по территории Республики Молдова, утвержденным Постановлением Правительства № 594 от 2 августа 2011 г., и происходить по прямой линии от материала, полученного в рамках официально утвержденной программы, признанного свободным от организма в результате официального лабораторного тестирования или официального надзора, при использовании подходящего метода, предусмотренного  приложением № 2 к настоящим Мерам.

17. Тестирование, предусмотренное в пункте 16, осуществляется:

1) в случаях, когда подтверждается присутствие организма в продукции семенного картофеля,  и тестируется:

а) первичный материал для распространения, в том числе клоны, выбранные первоначально,  и основные клоны семенного картофеля;

b) все основные клоны семенного картофеля или первичный материал для распространения, в том числе клоны,  выбранные первоначально, в случаях, когда было установлено, что не существует клонального отношения; и

2) в других случаях на каждом растении, полученном от первоначально выбранных клонов, или на репрезентативных образцах элитного семенного картофеля, или первичном материале для распространения.

18. Хранение и манипуляции с организмом запрещены.

19. Положения, предусмотренные  в пунктах 12-16 и 18 настоящих Мер,  не применяются в научных целях и для селекционных работ.
20. Центральный орган публичного управления  в области сельского хозяйства незамедлительно информирует о любом подозрении или подтверждении присутствия организма секретариат Европейской и Средиземноморской организации по защите растений (ОЕРР).
          Приложение №1

  к Мерам по контролю бактерии Ralstonia
 solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. в
 Республике Молдова 
РАЗДЕЛ I
Перечень растений-хозяев бактерии 

Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. 

Растения (в т. ч. клубни), кроме  семян  Solanum tuberosum L.–картофель 

Растения, кроме плодов и семян Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex. Farw.
– томаты

РАЗДЕЛ II
Инспекции
1. Инспекции, предусмотренные пунктом 3 настоящих Мер, основываются на биологии организма, а также на специфичности производственных процессов и предусматривают:

1) для картофеля: 

в соответствующие периоды - проведение визуальных проверок культуры в сезон вегетации и/или отбор проб, как семенного картофеля, так и других типов картофеля в период вегетации или во время  хранения. Эти пробы подвергаются визуальной проверке посредством секционирования клубней; и 

для семенного картофеля и, при необходимости, для других типов картофеля проводятся официальные или под официальным надзором лабораторные тесты, с использованием метода, изложенного в приложении № 2 к настоящим Мерам;

2) для томатов: 

проведение визуальных проверок в соответствующие периоды, хотя бы в период вегетации растений, предназначенных для пересадки в профессиональных целях.
2. Уведомление официальных инспекций, предусмотренных в пункте 6  настоящих Мер, включает следующие данные: 

1) в случае инспекции  картофеля: 

общая оценка площади (гектаров), засаженной  семенным картофелем и другими типами картофеля; 

классификация по категориям семенного картофеля и для потребления и,  при необходимости, по регионам; 

количество и период отбора проб для тестирования; 

количество визуальных инспекций на местах; 

количество визуальных инспекций  клубней и величина пробы; 

2) в случае инспекций растений томатов, предназначенных для пересадки в профессиональных целях, в период вегетации:

общее учтенное количество растений; 

количество визуальных инспекций; 

3) в случае проверок растений-хозяев, кроме картофеля и томатов,  включая  дикие пасленовые растения-хозяева:

разновидности; 

количество и период отбора проб; 

зона/река, откуда были отобраны пробы, если есть необходимость; 

метод анализа; 

4) в случае проверок воды и жидких отходов от промышленной переработки или с мест упаковки:

количество и период отбора проб; 

зона/река, откуда были отобраны пробы, при необходимости; 

метод анализа. 

         Приложение № 2


к Мерам по контролю бактерии

Ralstonia solanacearum  (Smith) 


Yabuuchi et al. в Республике
         Молдова 

ПРОТОКОЛ ТЕСТИРОВАНИЯ

по диагностике, выявлению и идентификации бактерии Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

Область применения протокола тестирования

Представленный в дальнейшем протокол описывает различные процедуры по:

1) диагностике бурой гнили клубней картофеля и бактериальной кольцевой гнили растений картофеля, томатов, а также у нескольких других растений-хозяев; 

2) выявлению бактерии Ralstonia solanacearum в пробах клубней картофеля, растений картофеля, томатов и у других  растений-хозяев, в воде или в грунте; 

3) идентификации бактерии Ralstonia solanacearum. 

Общие принципы

Оптимизированные протоколы для разных методов, валидации реактивов и детали подготовки необходимого материала для тестирования и контроля изложены в приложениях. Перечень лабораторий, занимающихся оптимизацией и валидацией протоколов, предусмотрен  в приложении А к настоящему приложению.
Поскольку протоколы предусматривают выявление вредного организма, на который необходимо наложить карантин, и предусматривают использование живучих культур Ralstonia solanacearum в качестве контрольного материала, следует применять соответствующие процедуры карантина, предусматривающие соответствующее лабораторное оборудование для удаления отходов. 

Параметры тестов должны гарантировать последовательное выявление и воспроизводимость уровней Ralstonia solanacearum к порогам, установленным избранными методами.

Точная подготовка положительных контролей является необходимостью. 

Проведение тестирования в соответствии с заданными порогами включает также установление правильных параметров, содержание и калибровку оборудования, правильное перемещение и хранение реактивов и всех мер, предназначенных для предотвращения заражения между пробами, например, разделение положительных контролей и тестируемых проб. Необходимо применять стандарты контроля качества во избежание административных и другого рода ошибок, в частности, касающиеся этикетирования и документирования.

Подозрительное появление, согласно пункту 9 настоящих Мер,  влечет за собой  положительный результат тестов диагностики или тестов на выявление, проведенных для одной пробы в соответствии с представленными в дальнейшем функциональными диаграммами. В случае положительного первоначального теста на выявление (тест на иммунофлуоресценцию (IF), тест цепной реакции полимеризации (PCR), тест на флуоресцентную гибридизацию in situ (FISH), тест селективной изоляции) его необходимо подтвердить вторым тестом на выявление, основанным на другом биологическом принципе.

В случае, когда первый тест на выявление является положительным, подозревается заражение  Ralstonia solanacearum  и требуется проведение второго теста на выявление. Если второй тест на выявление является положительным, предположение подтверждается (предполагаемое наличие)  и необходимо продолжить тесты в соответствии с процедурой. В случае, когда второй тест на выявление является отрицательным, проба считается  незараженной Ralstonia solanacearum.

Подтверждение присутствия бактерии согласно пункту 11 настоящих Мер влечет за собой изоляцию и идентификацию чистой культуры  Ralstonia solanacearum, с подтверждением патогенности. 

Раздел I
Применение протокола тестирования 

1. Процедура выявления для диагностики бактериальной кольцевой гнили (Ralstonia solanacearum) у клубней картофеля, растений картофеля, растений томатов или других растений-хозяев, представляющих симптомы бактериальной кольцевой гнили
Протокол тестирования предназначен для клубней и растений картофеля с типичными или подозрительными симптомами бактериальной кольцевой гнили. Предполагает экспресс-тест на выявление, изоляцию патогенного агента из инфицированной сосудистой ткани в среде (селективной) и, при получении положительного результата, тест на идентификацию культуры Ralstonia solanacearum.
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(1)
 Описание симптомов предусмотрено в пункте 1 раздела II . 

(2)
 Экспресс-тесты селекции облегчают определение предполагаемой диагностики, но не являются основными. Отрицательный результат не всегда гарантирует отсутствие патогенного агента. 

(3)
 Тест на удаление экссудата из сосудистой ткани стеблей изложен в пункте 1  части А раздела VI. 

(4) Тест на выявление гранул полигидроксибутирата в бактериальных клетках изложен в пункте 2 части А раздела VI.  

(5)
 Тесты сероаглютинации бактериального экссудата или экстрактов из симптоматических тканей изложены в пункте 3 части А раздела VI. 

(6)
 Тест IF для бактериального экссудата, водной суспензии или  для экстрактов из симптоматических тканей изложен в пункте 5 части А раздела  VI. 

(7)
 Тест FISH для бактериального экссудата, водной суспензии или  для экстрактов из симптоматических тканей изложен в пункте 7 части А  раздела  VI. 

(8)
 Тест ELISA для бактериального экссудата, водной суспензии или  для экстрактов из симптоматических тканей изложен в пункте 8 части А  раздела  VI. 

(9)
Тест PCR для бактериального экссудата, водной суспензии или  для экстрактов из симптоматических тканей изложен в пункте 6 части А  раздела  VI. 

(10)
В целом, патогенный агент легко изолируется из растительного  симптоматического материала путем посева на питательной среде (пункт 3 раздела II). 

(11) Морфология типичной колонии  приведена в подпункте d) пункта 3 части II.
(12) 
На авансированных стадиях инфекции посев может не удаться из-за конкуренции или размножения бактерий сапрофитов. В случае, когда симптомы заболевания характерны, но тест на изоляцию показал отрицательный результат, изолирование необходимо повторить, желательно путем проведения теста-посева на селективных средах.  

(13)
Надежность идентификации чистых культур предполагаемых изолятов  Ralstonia solanacearum требует проведения тестов, изложенных в части В раздела VI. Подвидовая характеристика является факультативной, но рекомендуется для каждого нового случая.  

(14)
 Тест на патогенность изложен в части С раздела VI. 

2. Процедура на выявление и идентификацию бактерии Ralstonia solanacearum в пробах асимптотических клубней картофеля

Протокол тестирования предназначен для выявления латентных инфекций клубней картофеля. Положительный результат хотя бы двух тестов на выявление, основанных на разных биологических принципах, необходимо дополнить изоляцией патогенного агента, с последующим, в случае изоляции характерных колоний, подтверждением чистоты культуры Ralstonia solanacearum. Положительный результат на один из тестов на изоляцию не является достаточным для признания пробы подозрительной.

Тесты на выявление и тесты на изоляцию должны обеспечить выявление 103-104 клеток на мл концентрированного экстракта в суспензии, и включаться в каждую серию тестов в качестве положительных контролей.
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(1)
 Стандартная величина пробы 200 клубней. Тем не менее, протокол может быть применен к меньшим пробам в случае нехватки 200  клубней. 

(2)
 Экстракция патогенного агента и методы концентрирования изложены в пункте 1.1. раздела  III. 

(3)
 В случае, когда не менее чем два теста, основанные на разных биологических принципах, окажутся положительными, необходимо произвести изоляцию и подтверждение. Проводится не менее чем один быстрый тест на выявление. При отрицательном результате теста проба считается отрицательной. В случае положительного теста необходимо провести второй или несколько быстрых тестов на выявление, основанных на разных биологических принципах, чтобы проверить первый положительный результат. Если результат второго теста или остальных тестов окажется отрицательным, проба считается отрицательной. Нет необходимости в проведении других тестов. 

(4) Тест на селективную изоляцию описан в пункте 5 части А раздела VI. 

(5) Тест IF описан в пункте 4 части А  раздела VI. 

(6) Тесты PCR описаны в пункте 6 части А  раздела VI. 

(7) Тест FISH описан в пункте 7 части А  раздела VI. 

(8) Тесты ELISA описаны в пункте 8 части А раздела VI. 

(9) Биологический тест описан в пункте  9 части А раздела VI. 

(10)
 Типичная морфология колонии описана в подпункте d) пункта 3 части III. 

(11)
 Культивирование или биологические тесты могут закончиться неудачей из-за конкуренции или ингибирования сапрофитных бактерий. В случае получения четких положительных результатов посредством быстрых тестов на выявление, однако с отрицательными результатами тестов на изоляцию, последние следует провести повторно из того же концентрированного экстракта из сосудистой  ткани, дополнительно отобранной из резанных клубней той же пробы и, при необходимости, протестировать дополнительные пробы.
(12)
 Надежную идентификацию чистых культур предположительных изоляций Ralstonia solanacearum можно получить проведением тестов, описанных в части В раздела VI. 

(13)
 Тест на патогенность описан в  части С раздела VI. 

3. Процедуру для выявления и идентифицирования бактерии Ralstonia solanacearum в пробах картофеля и томатов как растений-хозяев или других асимптоматических  растений-хозяев 
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(1) Для рекомендуемой величины проб  см. пункт 2.1. раздела III.
 (2) Извлечение патогенного агента и методы концентрации описаны в пункте 2.1. раздела III.
(3) В случае, когда два теста, основанных на различных биологических принципах, являются положительными, должны осуществляться изоляция и подтверждение. Осуществляется, по крайней мере, один срочный тест на обнаружение. В случае, если этот тест отрицательный, то проба считается отрицательной. В случае, если этот тест положительный, необходим второй или несколько тестов для быстрого выявления, основанных на различных биологических принципах для проверки первого положительного результата. В случае, если второй тест или другие тесты отрицательные, проба считается отрицательной. Нет необходимости в других испытаниях.

(4) Тест на селективную изоляцию описан в пункте 4 части А раздела VI.

(5) Тест IF описан в пункте 5 части А раздела VI.

(6) PCR - тест описан в пункте 6 части А  раздела VI.

(7) FIS- тест описан в пункте 7 части А  раздела VI.

(8) Тесты ELISA описаны в пункте 8 части А  раздела VI.

(9) Биологический тест описан в  пункте 9 части А раздела VI.

(10) Типичная морфология колонии описана в подпункте d) пункта 3  раздела II.

(11) Выращивание или биологические тесты могут потерпеть неудачу из-за конкуренции или ингибирования сапрофитных бактерий. В случае, если  получены четкие положительные результаты экспресс-тестов для обнаружения, но тесты на изоляцию отрицательные, необходимо повторение тестов на изоляцию. 

(12) Надежная идентификация чистой культуры от предполагаемых изолятов Ralstonia solanacearum достигается путем проведения тестов, описанных в части В раздела VI.

(13) Тест на патогенность  описан в части С  раздела VI.

Раздел II

Детальные методы выявления бактерии Ralstonia solanacearum на картофельных клубнях, картофельных растениях-хозяевах и на  томатах или  других растениях-хозяевах с симптомами бактериального увядания  

1.1. Симптомы у картофеля 

На растениях. Для начальной стадии инфекции в поле характерно увядание листьев к верхушке растения при высоких дневных температурах и возврат в норму в ночное время. На протяжении первых стадий увядания листья остаются зелеными, однако позже появляется желтизна и бурый некроз. Также проявляется эпинастия. Увядание побега или целых растений стремительно становится безвозвратным и приводит к гибели растения. Сосудистая ткань в поперечном разрезе по стеблю увядающего растения становится бурой, и на поверхности среза появляется либо легко выдавливается экссудат молочного цвета. Если положить срезанный стебель в вертикальном положении в воду, из сосудистой ткани начнет выделяться нитеобразный вязкий экссудат. 

На клубнях. Картофельные клубни разрезаются поперек вблизи рубчика (точки прикрепления к столону) или продольно - до столона. В начальной стадии инфекции наблюдается обесцвечивание сосудистого кольца от желто-стекловидного до светло-бурого, из которого спустя несколько минут произвольно выделяется бледно-кремовый экссудат. Позже сосудистое обесцвечивание приобретает более четкую бурую окраску, а некроз может распространиться на паренхиматозную ткань. На поздних стадиях некроз охватывает столоны и глазки, из которых выделяются бактерии, способствующие связыванию частиц с почвой. На кожуре клубней появляются слегка вдавленные ранки красно-бурого цвета, спровоцированные внутренним коллапсом сосудистой ткани. На поздних стадиях болезни развиваются грибковые и бактериальные гнили. 

1.2. Симптомы у томатов 

На растениях. Первый явный симптом – это видимое увядание молодых листьев. В условиях, благоприятствующих патогенному агенту (при температуре почвы приблизительно 250С, насыщенной влажности), в течение нескольких дней появляется эпинастия и увядание части либо всего растения, что приводит к общему коллапсу растения. В менее благоприятных условиях (при температуре почвы ниже 210С) увядание менее выраженное, однако на стебле может развиться большое количество придаточных корней. Может быть видна тонкая маслянистая лента вдоль стебля, начиная от его основания, которая свидетельствует о некрозе сосудистой ткани. В случае поперечного разрезания из бурых обесцвеченных сосудистых тканей стебля выделяется белый и желтоватый бактериальный экссудат. 

1.3. Симптомы у других растений-хозяев: Solanum dulcamara и Solanum nigrum.
В природных условиях симптомы увядания у этих растений-хозяев встречаются редко, за исключением случаев, когда температура почвы выше 250C или  уровни  инокулята очень высокие (например, для Solanum nigrum, растущим по соседству с больными растениями картофеля или томатов). В случае появления увядания симптомы те же, что и описанные у томатов. У растений Solanum dulcamara, которые  не увядают и развиваются  со стеблем и корнем в воде, отмечается незначительное побурение сосудистой ткани на поперечной стороне стебля или на частях стебля, погруженного в воду. Если поставить срезанный стебель в вертикальном положении в воду, можно наблюдать нитеобразный бактериальный экссудат даже при отсутствии симптомов увядания. 

2. Быстрые тесты на выявление 

Быстрые тесты на выявление облегчают определение предполагаемого диагноза, однако не являются основными. Применяется один или несколько валидированных тестов: 

2.1. Тест на выделение бактериального экссудата из стебля (см. пункт 1 части А раздела VI). 

2.2. Выявление гранул поли-бета-гидроксибутирата (PHB). 
Типичные гранулы PHB в клетках Ralstonia solanacearum становятся видимыми при окрашивании Нильский синим  А или суданом черным B (см. пункт 2 части А раздела VI) мазков бактериального экссудата из инфицированной ткани, зафиксированных пламенем на покровном стекле микроскопа. 

2.3. Серологический тест на агглютинацию (см.  пункт 3 части А раздела VI). 

 2.4.  Другими быстрыми тестами на выявление могут быть тест IF (см. пункт 5 части А раздела VI), тест FISH (см. пункт 7 части А раздела VI), тесты ELISA (см. пункт 8 части А раздела VI) и тесты PCR (см. пункт 6 части А раздела VI). 
3. Процедура изоляции 

Процедура изоляции предусматривает следующие действия:

a) удаляют экссудат или срезы обесцвеченной ткани на уровне сосудистого кольца картофельного клубня или из сосудистых путей стебля растения картофеля, томата или других увядших растений-хозяев. Помещают в суспензию, в небольшое количество стерильной дистиллированной воды или в 50 mM фосфатном буфере (приложение D к настоящему приложению). Оставляют на 5-10 минут на столе; 

b) приготавливают серию десятичных разбавлений суспензии; 

c) переносят 50-100 µl суспензии и разбавлений на общую питательную среду NA, YPGA или SPA (см. приложение В к настоящему  приложению) ,и/или на тетразолиевую среду Кельмана (см. приложение В к настоящему приложению), и/или на валидированную селективную среду, например, SMSA (см. приложение В к настоящему приложению). Делают посев соответствующим способом. Если это целесообразно, отдельно на чашках Петри делают посев разбавленной суспензии клеток Ralstonia solanacearum биовара 2 в качестве положительного контроля; 

d) чашки инкубируются в течение 2-6 дней при температуре 280C. 

На общей питательной среде вирулентные изоляты Ralstonia solanacearum образовывают текучие колонии, с неравномерными, плоскими, белесоватыми кромками, зачастую с характерными мутовками в центре. Невирулентные формы Ralstonia solanacearum образовывают небольшие округлые, нетекучие, маслянистые колонии равномерного белесоватого цвета. 

На тетразолиевой среде Кельмана и на среде SMSA мутовки  кроваво-красного цвета. Невирулентные формы Ralstonia solanacearum образовывают небольшие, округлые, маслянистые, нетекучие колонии темно-красного цвета. 

5.Тесты на выявление бактерии Ralstonia solanacearum 

Тесты, позволяющие идентифицировать предположительные изоляты Ralstonia solanacearum,  предусмотрены в части В раздела VI. 

Раздел III

1. Детальные методы выявления и идентификации бактерии Ralstonia solanacearum в пробах асимптоматических картофельных клубней 

1.1. Приготовление пробы 

Стандартная величина пробы составляет 200 клубней. Более интенсивная процедура отбора требует проведения тестов на нескольких пробах той же величины. Проба с большим количеством клубней может вызвать ингибицию или затруднить интерпретацию результатов. Поэтому процедуру удобнее применять для проб, состоящих менее чем из 200 клубней. 

Валидация всех нижеописанных методов выявления основывается на проведении тестов на пробах, состоящих из   200 клубней.  

Нижеописанный картофельный экстракт может также применяться для выявления присутствия бактерии, вызывающей кольцевую гниль картофеля Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Варианты предварительной обработки, которые можно производить до приготовления пробы, следующие: 

a) проба инкубируется при температуре 25-300C до двух недель, чтобы способствовать до проведения теста  размножению возможных бактериальных популяций Ralstonia solanacearum; 

b) клубни промываются. Используются дезинфицирующие средства (хлорированные соединения в случае использования теста PCR для удаления ДНК патогена) и соответствующие промывочные растворы между каждой пробой. Клубни обсушиваются на воздухе. Процедура мытья целесообразна (но не является обязательной) для проб с излишком частиц почвы и в случае проведения теста PCR или процедуры прямой изоляции.  
1.1.1. С помощью скальпеля или чистого и продезинфицированного ножа для овощей чистят кожуру на уровне рубчика (точки прикрепления к столону) каждого клубня, так чтобы была видна сосудистая ткань. Осторожно срезают мякоть сосудистой ткани (конус сосудистой ткани) на уровне рубчика. 

Количество экстраваскулярной ткани необходимо сократить до минимума. 

Отдельно отбирают клубни (в фазе гниения) с симптомами бурой гнили для отдельного тестирования. 

Если при удалении конуса сосудистой ткани на уровне рубчика наблюдаются симптомы бурой гнили, необходимо произвести визуальный осмотр данного клубня и сделать разрез возле рубчика. Любой разрезанный клубень с подозрительными симптомами необходимо оставить не менее чем на два дня при комнатной температуре до образования пробкового слоя, а затем хранить при температуре охлаждения (от 4 до 100C) в соответствующих карантинных условиях. 

Все клубни, в том числе с подозрительными симптомами, необходимо хранить в соответствии с приложением № 3 к настоящим Мерам. 

1.1.2. Конусы складывают в одноразовые неиспользованные сосуды, которые закрывают и/или опечатывают (повторно используемые сосуды следует промыть и продезинфицировать хлорирующими соединениями). Желательно произвести обработку конусов сразу же. Если нет этой возможности, их складывают в сосуды без добавления буфера и помещают не более чем на 72 часа в холодильник или не более чем 24 часа хранят при комнатной температуре. 

Конусы обрабатывают одним из следующих способов: 

a) конусы заливают достаточным объемом (примерно 40 мл) экстрагирующего буфера (приложение D к настоящему  приложению) и встряхивают на вращающемся смесителе (50-100 оборотов/минуту) в течение 4 часов при температуре ниже 240C или при температуре охлаждения в течение 16-24 часов; или 

b) конусы смешивают до однородного состояния в достаточном объеме (примерно 40 мл) экстрагирующего буфера (приложение D к настоящему  приложению) в миксере (например, Waring или Ultra Thurax) или измельчают в одноразовом опечатанном мацерирующем пакете (например, пакет Stomacher или типа "Bioreba strong gauge polythene" 150 мм x 250 мм, простерилизованных излучением) с помощью резинового молотка или соответствующего дробильного аппарата (например, Homex).

Существует значительный риск перекрестного заражения проб в случае гомогенизации проб в одном и том же миксере. Необходимо принять меры предосторожности во избежание образования аэрозолей или утечек в процессе экстракции. Следует использовать простерилизованные поддоны для миксера и сосуды для каждой пробы. При проведении теста  рекомендуется не допускать переноса ДНК на сосуды и дробильные аппараты. При применении теста PCR рекомендуется производить дробление в одноразовых пакетах и использовать одноразовые пробирки. 

1.1.3. Супернатант отстаивается. Если он слишком мутный, его фильтруют центрифугированием на низкой скорости (при 180 g максимум в течение 10 минут, при температуре 4-100C) или производят вакуумную фильтрацию (40-100 µм) с промыванием фильтрата дополнительным мацерирующим буфером (10 м). 

1.1.4. Бактерии концентрируются центрифугированием при 7.000 g в течение 15 минут (или при 10.000 g в течение 10 минут) при температуре 4-100C и удаляют супернатант, не затрагивая осадок (концентрированный экстракт). 

1.1.5. Осадок вновь заливают 1,5 мл концентрированного буфера (приложение D к настоящему  приложению). Используют 500 µl для тестирования Ralstonia solanacearum, 500 µl для Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus и 500 µl для образца сравнения. Добавляют стерильный глицерин в конечной концентрации 10-25 % (объема) на 500 µl аликвоты для сравнения и аликвоты,   оставшейся для тестирования, гомогенизируют на вортексе и хранят при температуре от - 16 до – 240C (недель) или от - 68 до – 860C (месяцев). 

Аликвоты для тестирования во время тестов могут храниться при температуре 4-100C.

 Не рекомендуются повторные замораживания и размораживания. При необходимости перевозки экстрактов доставку следует осуществлять в холодильной сумке в течение 24 часов. 

1.1.6. Абсолютно необходимо обрабатывать отдельно все положительные контрольные пробы Ralstonia solanacearum и пробы, чтобы не допускалась какого-либо заражения. Данное условие применимо как к планшетам для иммунофлуоресценции, так и ко всем другим тестам. 

1.2.Тесты 

См. диаграмму и описание тестов и оптимизированных протоколов в соответствующих приложениях: 

Селективная изоляция (пункт 4 части А раздела VI) 

Тест IF (пункт 5 чати А раздела VI) 

Тесты PCR (пункт 6 части А раздела VI) 

Тест FISH (пункт 7 части А раздела VI) 

Тесты ELISA (пункт 8 части А  раздела VI) 

Биологический тест (пункт 9 части А  раздела VI) 

2. Детальные методы выявления и идентификации бактерии Ralstonia solanacearum в пробах растений картофеля и растений томатов или других асимптоматических растений-хозяев 

2.1. Приготовление пробы 

Для выявления латентной популяции Ralstonia solanacearum рекомендуется тестирование серии проб. Процедуру можно легко применять к пробам, содержащим до 200 штук стеблей. В случае проведения наблюдений они должны основываться на пробе, статистически показательной для данной растительной популяции. 

2.1.1. Заготавливают части стеблей длиной 1-2 см и складывают в закрывающийся стерильный сосуд в соответствии со следующими процедурами отбора: 

а) растение томатов (рассада): с помощью чистого и продезинфицированного ножа срезается часть в размере 1 см у основания каждого стебля, у самой земли;
b) растения помидоров, выращенные в теплице или в поле: с помощью чистого и продезифицированного ножа удаляется самый нижний побег каждого растения, срезая прямо над стыком с главным стеблем. Удаляют часть размером  1 см у основания каждого бокового побега. 

Другие растения-хозяева: с помощью чистого и продезинфицированного ножа или садовых ножниц срезается одна часть  размером 1 см с основания каждого стебля, у самой земли. В случае сорного растения Solanum dulcamara или других растений-хозяев, растущих в воде, срезаются части 1-2 см со стеблей, находящихся под водой или со столонов с корнями под водой. 

 В случае отбора в определенной зоне рекомендуется тестировать статистически репрезентативную пробу из не менее 10 растений на одну точку отбора по каждому потенциальному сорняку-хозяину. Более надежным считается выявление патогенного агента к концу весны, летом и осенью, однако природные инфекции могут быть выявлены на протяжении всего года у многолетних растений Solanum dulcamara, растущих в воде. Известными хозяевами являются спонтанные картофельные растения, Solanum dulcamara, Solanum nigrum, Datura stramonium и другие виды семейства Solanaceae. Pelargonium spp. и Portulaca oleracea также считаются растениями-хозяевами. Среди некоторых европейских сорняков, у которых могут быть обнаружены на уровне корня и/или ризосферы вирулентные стебли, Ralstonia solanacearum биовара 2, расы 3, в специфических условиях среды числятся Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp., Silene alba, S. nutans, Tussilago farfarra и Urtica dioica. 

На данном этапе может производиться визуальный осмотр внутренних симптомов (сосудистой окраски или бактериального экссудата). Каждую часть стебля с симптомами отделяют и тестируют отдельно (см. раздел II).  
2.1.2. Проводят краткую дезинфекцию частей стебля 70% этанолом и сразу же обсушивают с помощью абсорбирующей бумаги. Затем обрабатывают части стебля в соответствии с одной из следующих процедур: 

a) заливают достаточным объемом (примерно 40 мл) экстрагирующего буфера (приложение D к приложению № 2 к настоящим Мерам) и встряхивают на ротационном смесителе (50-100 оборотов/минуту) в течение 4 часов при температуре ниже 240C или при температуре охлаждения в течение 16-24 часов; или 

b) части стебля дробятся сразу же в прочном мацерирующем пакете (например, Stomacher или Bioreba) с соответствующим экстрагирующим буфером (приложение D к приложению №2 к настоящим Мерам), с помощью резинового молотка или соответствующего аппарата для помола (например, Homex). В случае если это невозможно, части хранят не более 72 часов при температуре охлаждения или 24 часа при комнатной температуре. 

2.1.3. Супернатант процеживают после 15-минутного оседания осадка. 

2.1.4. Обычно, нет необходимости в дополнительном осветлении экстракта или отстоявшегося концентрата, но его можно осуществить путем фильтрации и/или центрифугированием в соответствии с методом, предусмотренным в пунктах  1.1.3-1.1.5. 

2.1.5. Исходный экстракт или концентрат разделяют на две равные части. Половину хранят при температуре 4-100C на протяжении теста, а вторую половину консервируют 10-25% (объемом) стерильного глицерина при температуре от - 16 до -240C (недель) или от - 68 до – 860C (месяцев) в случае, когда необходимо провести дополнительный тест. 
2.2.Тесты 

См. диаграмму и описание тестов и оптимизированных протоколов в соответствующих  приложениях к приложению №2 к настоящим Мерам: 

Селективная изоляция (пункт 4 части А разделаVI) 

Тест IF (пункт 5 части А  раздела VI) 

Тесты PCR (пункт 6 части А раздела VI) 

Тест FISH (пункт 7 части А раздела VI) 

Тесты ELISA (пункт 8 части А раздела VI)

Биологический тест (пункт 9 части А раздела VI) 

Раздел IV

1. Процедура выявления и идентификации бактерии Ralstonia solanacearum в воде 
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(1) См.  пункт 2.1 раздела IV о рекомендуемых процедурах отбора. 

(2) Методы концентрации патогенного агента описаны в пункте 2.1. раздела IV. Концентрация увеличивает популяции патогенного агента и конкурирующих сапрофитных бактерий и рекомендуется только в случае, есмли это не оказывает ингибирующего эффекта на тест на изоляцию. 

(3) Тест на селективную изоляцию описан в пункте 4 части А раздела VI. 

(4) Биологический тест описан в пункте 9 части А раздела VI. 

(5) Методы обогащения PCR описаны в пункте 4.2. части А раздела VI и пункте 6 части А раздела VI. 

(6) Методы обогащения ELISA описаны в  пункте 4.2. части А раздела VI и пункте 8  части А раздела VI. 

(7) Типичная морфология колонии описана в подпункте d) пункта 3  раздела II. 

(8) Посев культуры может закончиться неудачей из-за конкуренции или ингибирующего эффекта бактерий сапрофитов. В случае, если подозревают, что большие колонии сапрофитов могут повредить надежности изоляции, тесты на изоляцию должны быть возобновлены после разбавления пробы в стерильной воде. 

(9) Надежная идентификация предположительно чистых культур изолятов Ralstonia solanacearum требует проведения тестов, описанных в части В раздела VI.

(10) Тест на патогенную силу описан в части С раздела VI.

2. Методы выявления и идентификации бактерии Ralstonia solanacearum в воде

Утвержденная процедура выявления, описанная в настоящем разделе, применяется для выявления патогенного агента в пробах поверхностных вод и может использоваться также для тестирования проб жидких отходов, получаемых после переработки картофеля, или проб, отобранных из сточных вод. В то же время, следует учесть, что чувствительность выявления варьирует в зависимости от субстрата. На чувствительность теста на изоляцию оказывают влияние популяции конкурирующих сапрофитных бактерий, которые, в целом, многочисленнее в пробах, получаемых после переработки картофеля и из сточных вод, чем в поверхностных водах. Если с помощью нижеописанной процедуры можно выявить 103 клеток/литр в поверхностных водах, то чувствительность выявления в отходах от переработки картофеля или сточных водах может быть намного слабее. По этой причине рекомендуется тестировать отходы после возможных очистительных обработок (например, отстаивания или фильтрации), на протяжении которых популяции сапрофитных бактерий сокращаются. Пределы чувствительности процедуры тестирования должны учитываться при оценке надежности полученных отрицательных результатов, в зависимости от случая. Несмотря на то, что данная процедура успешно проводилась в исследованиях, направленных на определение наличия или отсутствия патогенного агента в поверхностных водах, ее пределы должны учитываться при применении в схожих работах по отходам от переработки картофеля или сточным водам. 

2.1.Приготовление пробы 

Более надежным считается выявление бактерий Ralstonia solanacearum в поверхностных водах к концу весны, летом и осенью, когда температура воды выше 150C. 

Возобновление отбора в разное время на протяжении вышеуказанного периода в обозначенных точках отбора повышает надежность выявления, уменьшая последствия климатических колебаний. 

Необходимо учитывать последствия обильных дождей и географию водного потока во избежание последствий значительного разбавления, которые могут скрыть наличие патогенного агента. 

При наличии растений-хозяев пробы поверхностных вод отбирают вблизи них. 

2.1.1. В точках выборочного отбора пробы воды собираются наполнением стерильных одноразовых пробирок или бутылок, по возможности, на глубине более 30 см и на максимальном расстоянии 2 м от берега. Пробы отходов от переработки картофеля или сточных вод отбираются в пункте их сброса. Рекомендуемая величина проб может достигать 500 мл на точку отбора. В случае забора меньших проб, рекомендуется отбирать их не менее чем в 3 приема в каждой точке отбора, при этом каждая проба должна состоять из двух подпроб дубликатов объемом не менее 30 мл. Для интенсивного исследования выбирается не менее 3 точек отбора на 3 км водного потока и проводится также отбор из притоков водного потока. 

2.1.2. Пробы транспортируются в охлажденном виде (4-100C) в темноте и тестируются в течение 24 часов. 

2.1.3. При необходимости, пробы могут концентрироваться одним из следующих методов: 

a) центрифугируется 30-50 мл подпробы при 10.000 g в течение 10 минут (или при 7.000 g в течение 15 минут), желательно при температуре 4-100C, удаляется супернатант, а осадок вновь заливается 1 мл концентрированного буфера (см. приложение D к приложению №2 к настоящим Мерам); 

b) фильтрование на мембране (минимальная длина пор - 0,45 µm) с последующим промыванием фильтрата в 5-10 мл концентрированного буфера и удерживанием промывочных растворов. Данный метод целесообразен при больших объемах проб воды с низким содержанием сапрофитных организмов. 

В целом, не рекомендуется проводить концентрацию по пробам, полученным от переработки картофеля или из сточных вод, поскольку наиболее многочисленные популяции конкурирующих сапрофитных бактерий могут оказать подавляющее влияние на выявление бактерии Ralstonia solanacearum. 

2.2. Тесты 

См. диаграмму и описание тестов в приложениях A, B, C, D, E, F, G и H к приложению №2 к Мерам по контролю бактерии Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

Раздел V
1. Процедура выявления и идентификации бактерии Ralstonia solanacearum в почве. 
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(1)  См. пункт 2.1  части  V о рекомендуемых процедурах отбора. 

(2) Тест на селективную изоляцию описан в пункте 4  части A раздела VI. 

(3)  Методы обогащения PCR описаны в пункте 4.2. части А и пункте 6 части А раздела VI. 

(4)  Биологический тест описан в пункте 9 раздела VI. 

(5)  Типичная морфология колонии описана в подпункте d) пункта 3 раздела II. 

(6) Посев культуры может закончиться неудачей из-за конкуренции или ингибиторующего эффекта бактерий сапрофитов. В случае, если подозревают, что большие колонии сапрофитов могут затронуть надежность изоляции, тесты на изоляцию должны быть возобновлены после повторного разбавления пробы.

(7) Надежная идентификация предположительно чистых культур изолятов Ralstonia solanacearum требует проведения тестов, описанных в части В раздела VI. 

(8)  Тест на патогенную силу описан в части С  раздела VI. 

2. Методы выявления и идентификации бактерии Ralstonia solanacearum в почве 

Утвержденная процедура выявления, описанная в настоящем разделе, применяется для выявления патогенного агента в почвенных пробах, но также может использоваться для тестирования твердых отходов, получаемых от переработки картофеля, или ила для очистки. Все же необходимо отметить, что эти методы недостаточно чувствительны, чтобы гарантировать выявление популяций Ralstonia solanacearum малой плотности и неравномерно дисперсированных, которые могут появляться в зараженных пробах естественным образом с этими субстратами. 

Порог чувствительности этой процедуры тестирования необходимо учитывать при оценке надежности полученных отрицательных результатов, а также при ее использовании в исследованиях, направленных на установление наличия или отсутствия патогенного агента в почвах или в иле. Наиболее надежным тестом на выявление наличия патогенного агента в почве поля является посадка чувствительного растения-хозяина и наблюдение за возможным его заражением, однако и этот метод не позволяет выявить низкий уровень заражения. 

2.1.Приготовление пробы 

2.1.1. При отборе почвы в поле должны соблюдаться основные стандарты, используемые для отбора нематодов. Отбирается 0,5-1,0 кг почвы на одну пробу в 60 точках на площади 0,3 га, на глубине 10-20 см (или из сетки 7 x 7 м). При подозрении на наличие патогенного агента увеличивается количество точек сбора до 120 на площади 0,3га. До тестирования пробы могут храниться при температуре 12-150C. Всего заготавливается 1 кг ила, полученного от переработки картофеля, и ила для очистки в местах, представляющих общий объем тестируемого ила. До тестирования каждая проба тщательно перемешивается. 

2.1.2. Пробы разделяют на подпробы 10-25 г почвы или ила с помощью ротационного смесителя (250 оборотов/минуту) 60-150 мл в экстрагирующем буфере (приложение D к настоящему приложению), в течение не более двух часов. В зависимости от случая, для содействия дисперсии добавляют 0,02 % стерильного Tween 20 и 10-20 г стерильного гравия. 

2.1.3. Во время теста суспензия хранится при температуре 400C. 

2.2. Тесты 

См. диаграмму и описание тестов в приложениях А-H к настоящему приложению.

Раздел VI

Оптимизированные протоколы для выявления и идентификации бактерии Ralstonia solanacearum

A. Диагностика и тесты на выявление 

1. Тест на выделение бактериального экссудата из стебля 

Наличие бактерии Ralstonia solanacearum в увядших стеблях картофеля, томатов или других растений-хозяев можно выявить с помощью следующего предположительного простого теста: срезается стебель у самой земли, срезанную часть помещают в пробирку с чистой водой. Через несколько минут наблюдаются самопроизвольные и характерные выделения нитебактериального экссудата из срезанных сосудистых пучков. 

2. Выявление гранул поли-бета-гидроксибутирата 

Выявление гранул поли-бета-гидроскибутирата предусматривает следующие действия:

1) приготавливают мазок из бактериального экссудата, выдавленного из зараженной ткани на предметное стекло или приготавливают мазок из 48-часовой культуры на среде YPGA или SPA (приложение В к настоящему  приложению);
2) приготавливают мазки положительного контроля из культур Ralstonia solanacearum биовара 2 и, при необходимости, мазок отрицательного контроля известного отрицательного PHB; 

3) оставляют для обсушивания и нижнюю часть каждого предметного стекла проводят несколько раз над пламенем для фиксации мазка; 

4) окрашивают приготовленный мазок синим нильским или суданом черным и исследуют на микроскопе следующим образом. 

Тест с нильским синим 

Для проведения теста с нильским синим соблюдают следующие этапы:

1) каждое предметное стекло погружают в 1% водный раствор нильского синего А и проводят инкубацию в течение 10 минут при температуре 550C; 

2) сливают окрашивающий раствор. Быстро промывают под струей воды. Излишек воды удаляют абсорбирующей бумагой; 

3) мазок погружают в 8% водный раствор уксусной кислоты и проводят инкубацию в течение одной минуты при комнатной температуре; 

4) быстро промывают под струей воды. Излишек воды удаляют абсорбирующей бумагой; 

5) увлажняют каплей воды и накрывают покровным стеклом; 

6) исследуют окрашенный мазок на микроскопе с эпифлуоресценцией 450 мм с иммерсионным маслом, при увеличении 600-1.000, используя масляный или водный иммерсионный объектив; 

7) наблюдают яркую оранжевую флуоресцентность гранул PHB. Также рассматривают при белом свете, чтобы убедиться в том, что гранулы внутриклеточные и что морфология клетки - типичная для Ralstonia solanacearum. 

Тест с суданом  черным

Для проведения теста с суданом черным соблюдаются следующие этапы:

a) каждое предметное стекло погружают в 0,3% раствора судана черного В и 70 % этанола и ставят на инкубацию в течение 10 минут при комнатной температуре; 

b) сливают окрашивающий раствор и быстро промывают струей воды. Излишек воды удаляют абсорбирующей бумагой; 

c) предметные стекла быстро погружают в ксилол и обсушивают абсорбирующей бумагой; 

d) предметное стекло погружают в 0,5 % водный раствор сафранина и оставляют на 10 минут при комнатной температуре; 

e) промывают под струей воды. Обсушивают абсорбирующей бумагой и накрывают покровным стеклом; 

f) исследуют окрашенный мазок на оптическом микроскопе, используя иммерсионный объектив при увеличении 1.000; 

g) наблюдают гранулы PHB в клетках Ralstonia solanacearum, которые окрашиваются в сине-черный цвет. Клеточная мембрана окрашивается в розоватый цвет. 

3. Серологические тесты на агглютинацию 

Агглютинация клеток Ralstonia solanacearum в бактериальном экссудате или в экстрактах симптоматических тканей наиболее видна при использовании утвержденных антител (см. приложение C  к настоящему приложению), обозначенных соответствующими окрашенными маркерами, такими как клетки красного Staphylococcus aureus или окрашенные клетки латекса. В случае использования материала, имеющегося в торговой сети (см. приложение С к настоящему приложению), необходимо следовать инструкциям производителя, в противном случае следует придерживаться нижеописанной процедуры: 

a) смешивают маркированные капли суспензии антител и бактериального экссудата (примерно 5 µl в каждом случае) в ячейках предметных стекл для тестирования с множественными ячейками; 

b) приготавливают суспензии положительного и отрицательного контроля Ralstonia solanacearum биовара 2 и из гетерологичного штамма; 

c) наблюдают агглютинацию в положительных пробах после легкой гомогенизации в течение 15 секунд. 

4. Селективная изоляция 

4.1.  Посев на селективной среде 

До применения этого метода впервые проводят предварительные тесты для гарантирования воспроизводимости выявления 103-104 клеток, формирующих колонии (cfu) на мл Ralstonia solanacearum, добавленной к экстрактам с отрицательными результатами в предыдущих тестах. 

Используют соответствующую валидированную избирательную среду, например, SMSA (изменен Elphinstone et al., 1996; см. приложение В к настоящему приложению). Также следует дифференцировать Ralstonia solanacearum от других бактерий, которые могут развить колонии в данной среде. Помимо этого, колонии Ralstonia solanacearum могут иметь атипичную морфологию в случае, когда чашки перенаселены или в случае, когда также присутствуют бактерии-антагонисты. При подозрении на наличие конкуренции или антагонизма пробу следует повторно протестировать, используя другой метод тестирования.  

Наибольшая чувствительность выявления при данном методе достигается в случае использования свежеприготовленных экстрактов проб. Помимо этого, метод также применяют к экстрактам с глицерином, которые могут храниться при температуре от - 68 до -860 C. 

Приготавливают для положительного контроля десятичные разбавления суспензии 106 ufc/мл из вирулентного штамма биовара 2 Ralstonia solanacearum (например, NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Во избежание любой возможности заражения  положительные контрольные пробы приготавливают совершенно отдельно от тестируемых проб. 

Каждую партию свежеприготовленной селективной среды необходимо протестировать на пригодность к размножению патогенного агента, прежде чем использовать для тестирования стандартных проб.

 Контрольный материал тестируется тем же способом, что и пробы. 

4.1.1.Тест проводится с помощью соответствующего способа посева с целью обеспечения разбавления всей популяции, формирующей сапрофитные колонии. Делают посев 50-100 µl из каждой пробы экстракта и каждого раствора. 

4.1.2. Чашки ставят на инкубацию при температуре 280C. Чтение чашек производят спустя 48 часов, а затем – ежедневно на протяжении 6 дней. Типичные колонии Ralstonia solanacearum в питательной среде SMSA имеют молочно-белый цвет, плоские, неравномерные и текучие, а спустя 3 дня после инкубации приобретают розовую окраску до кроваво-красного в центре, со спиралями или внутренними бороздками либо мутовками. 

Иногда в этой среде формируются атипичные среды Ralstonia solanacearum. Они могут быть небольшими, полностью красного цвета и нетекучими или частично текучими, следовательно, трудноотличимыми от сапрофитных бактерий, формирующих колонии. 

4.1.3. Предположительные колонии Ralstonia solanacearum очищаются после высева или разбавления и высева на общую питательную среду для получения изолированных колоний (см. приложение В к настоящему приложению).

4.1.4. Культуры могут храниться в течение короткого срока в стерильной воде (pH 6-8, без хлора) при комнатной температуре в защищенном от света месте или в течение длительного времени в соответствующей криозащитной среде при температуре от - 68 до – 860C или лиофилизированные. 

4.1.5. Идентифицируют предположительные культуры (см. часть В раздела VI) и проводят тест на патогенность (см. часть С раздела VI). 

Интерпретация тестов на изоляцию на селективной среде: 

a) тест на посев на селективную среду считается отрицательным, если после 6 дней не наблюдаются бактериальные колонии или характерные колонии Ralstonia solanacearum, при условии отсутствия подозрения на ингибицию из-за конкуренции или антагонизма с другими бактериями и в случае положительных контрольных проб должны наблюдаться характерные колонии Ralstonia solanacearum; 

b) тест на посев на селективную среду считается положительным, если наблюдаются предположительные колонии Ralstonia solanacearum. 

4.2. Процедура обогащения 

Использовать валидированную среду обогащения как измененную питательную среду Wilbrink (приложение В к настоящему приложению). 

Данную процедуру можно использовать для селективного роста популяций Ralstonia solanacearum в пробах и для роста чувствительности выявления. Процедура также позволяет эффективное разбавление ингибиторов реакции PCR (1:100). Несмотря на это, следует отметить, что обогащение бактерии Ralstonia solanacearum может закончиться неудачей из-за конкуренции или антагонизма сапрофитных организмов, которые зачастую обогащаются одновременно. В конечном итоге, изоляция бактерии Ralstonia solanacearum на питательной среде для культуры может оказаться трудной. Также, поскольку популяции серологически близких сапрофитов могут размножаться, в случае применения теста ELISA рекомендуется использовать специфические моноклональные антитела вместо поликлональных антител. 

4.2.1. Обогащение для PCR предполагает перенос 100 µl экстракта пробы в 10 мл жидкой питательной среды для обогащения (приложение В к настоящему приложению), ранее аликвотированной в пробирках или флаконах без следов ДНК. Для обогащения ELISA могут использоваться более высокие пропорции жидкой питательной среды (например, 100 µl в 1,0 мл жидкой питательной среды для обогащения). 
4.2.2. Инкубируют в течение 72 часов при температуре от 27 до 300C во встряхиваемой или статичной культуре, не закрывая герметично пробку пробирки, чтобы обеспечить аэрацию.  

4.2.3. Смешивают хорошо, прежде чем использовать для тестов ELISA или PCR. 

4.2.4. В предыдущих тестах жидкая питательная среда для обогащения обрабатывается тем же способом, что и пробы. 

В случае, если предусматривается ингибиция обогащения бактерии Ralstonia solanacearum из-за значительной популяции определенных конкурирующих сапрофитных бактерий, обогащение экстрактов проб до центрифугирования или другие этапы концентрации могут обусловить получение более высоких результатов. 

5. Тест на иммунофлуоресценцию 

Учитывая известную способность теста на иммунофлуоресценцию достигать требуемых порогов, рекомендуется использовать его как основной тест быстрого выявления. 

В случае, когда тест на иммунофлуоресценцию используется как основной тест быстрого выявления и его результат положительный, необходимо провести тест на изоляцию, тест PCR или тест FISH в качестве вторичного теста. 

Если используется тест на иммунофлуоресценцию в качестве вторичного теста и его результат положительный, следует провести дополнительные анализы, как предусматривает функциональная диаграмма. 

Используют утвержденный источник антител Ralstonia solanacearum. Рекомендуется определять титр по каждой новой партии антител. Титр определяют как наибольшее разбавление, при котором получают оптимальную реакцию, когда тестируется суспензия 105-106 клеток на мл из анологичного штамма Ralstonia solanacearum, используя соответствующий конъюгат изотиацианата флуоресцеина (FITC), в соответствии с рекомендациями производителя. Все валидированные противосыворотки имеют титр иммунофлуоресценции не менее 1:2000. При проведении теста рабочие разбавления антител должны быть приблизительно равными или равными  разбавлениям  титра. 

Тест следует проводить свежеприготовленными экстрактами проб. В зависимости от случая, могут использоваться также экстракты, консервированные в растворе глицерина при температуре от – 68 0C до – 86 0C. Глицерин может быть выделен из пробы добавлением 1 мл концентрированного буфера (см. приложение D к настоящему приложению), рецентрифугированием в течение 15 минут при 7.000 g и ресуспендированием в том же объеме концентрированного буфера. Это применяют не часто, в частности, когда для фиксации пробы  на предметном стекле их проводят над пламенем.

Отдельно приготавливают предметное стекло с положительным контролем из омологированного штамма или любого другого эталонного сравнительного штамма Ralstonia solanacearum в суспензии картофельного экстракта, как предусмотрено в части В приложения С к настоящему приложению, и факультативно в буфере. 

По возможности, следует использовать в качестве аналогичного контроля на том же предметном стекле ткань, зараженную естественным образом (консервированную путем лиофилизации или замораживания при температуре от – 160C до – 240C). 

В качестве отрицательного контроля могут использоваться  аликвоты экстрактов проб с отрицательными результатами в предыдущих тестах на выявление бактерии Ralstonia solanacearum. 

Стандартизированные, имеющиеся для данного теста материалы положительного и отрицательного контроля, предусмотрены в приложении С к настоящему приложению.

Для микроскопа используют предметные стекла с множественными ячейками, желательно имеющие 10 окошек диаметром на менее 6 мм. 

Контрольный материал тестируется тем же способом, что и пробы. 

5.1. Предметные стекла-тесты приготавливают, используя один из следующих методов: 

1) концентрированные экстракты с относительно небольшим количеством крахмала: 

пипетируют стандартный объем (15 µl достаточно для одной ячейки диаметром 6 мм – объем увеличивают для ячеек с большим диаметром)  разбавления 1/100 осадка, ресуспендированного в первой ячейке. Затем наносят аналогичный объем неразбавленного осадка (1/1) в ячейки, оставшиеся в первом ряду предметного стекла. Второй ряд может быть использован как дубликат или для второй пробы в соответствии с   рисунком  1. 

2) для других концентрированных экстрактов: 

приготавливают десятичные разбавления (1/10, 1/100) из осадка, ресуспендированного в концентрированном буфере. Пипетируют стандартный объем (15 µl достаточно для одной ячейки диаметром 6 мм – объем увеличивают для ячеек с большим диаметром) ресуспендированного осадка и из каждого разбавления для одного ряда ячеек. Второй ряд может быть использован как дубликат или для второй пробы в соответствии с рисунком  2. 

5.2. Оставляют капли для просушивания при комнатной температуре или путем нагревания при температуре 40-450C. Бактериальные клетки фиксируются на предметное стекло либо нагреванием (15 минут при 600C), проведением над пламенем, с 95% этанолом либо в соответствии со специфическими инструкциями поставщиков противосывороток. 

При необходимости, зафиксированные предметные стекла могут храниться в морозильнике в сухой коробке столько, сколько это необходимо (не более 3-х месяцев), до проведения нового теста. 

5.3. Процедура теста на иммунофлуоресценцию

1) в соответствии с методом приготовления предметных стекол-тестов, указанных в подпункте 1) пункта  5.1, приготавливают серию разбавлений 1/2. В первой ячейке разбавление должно составлять 1/2 титра (T/2), остальные - 1/4 титра (T/4), 1/2 титра (T/2), один титр (T) и двукратный титр (2T);
2) в соответствии с методом приготовления предметных стекол-тестов, указанных в подпункте 2) пункта  5.1, приготавливают рабочее разбавление антител в буфере IF. Рабочее разбавление оказывает влияние на специфичность. 

Рисунок 1. Приготовление предметного стекла-теста в соответствии с подпунктом  1) пункта 5.1  и подпунктом 1) пункта 5.3. 
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Рисунок 2.  Приготовление предметного стекла-теста в соответствии с подпунктом 2) пункта 5.1 и подпунктом 2) пункта 5.3. 
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5.3.1. Предметные стекла ставят на влажную абсорбирующую бумагу. Полностью заливают каждую тест-ячейку разбавлением или растворами антител. Объем противосыворотки, пипетируемой в каждую ячейку, по меньшей мере, должен быть равным объему экстракта, пипетируемого на предметное стекло. 

Следующую процедуру необходимо применять при отсутствии специальных инструкций поставщиков антител: 

5.3.2. Инкубируют предметные стекла на влажной бумаге, накрытые в течение 30 минут при комнатной температуре (18-25 0C). 

5.3.3. Удаляют противосыворотку с каждого предметного стекла и осторожно промывают их буфером IF. Промывают иммерсионным методом в буферном растворе IF-Tween (приложение D к настоящему приложению) в течение 5 минут и затем в буфере IF. Следует избегать формирования аэрозолей или переноса капель, которые могут привести к перекрестному заражению. Излишек буфера IF осторожно удаляется с помощью фильтровальной бумаги. 
5.3.4. Предметные стекла ставят на влажную бумагу. Ячейки предметных стекол-тестов заливают разбавленным конъюгатом FITC, используемым для определения титра. Объем конъюгата, пипетируемого в ячейки, должен равняться пипетируемому объему антител. 

5.3.5. Предметные стекла инкубируют на влажной бумаге, накрытые в течение 30 минут при комнатной температуре (18-250C). 

5.3.6. Удаляют конъюгат с предметного стекла. Промывают в соответствии с методом,  указанным выше (пункт 5.3.3.)

Осторожно удаляют излишек буфера IF. 

5.3.7. Наносят пипеткой 5-10 µl буфера глицерин фосфата 0,1 M (приложение D к настоящему приложению) или другой обесцвечивающий раствор из комплектующих в каждую ячейку и накрывают покровным стеклом. 
5.4. Чтение теста на иммунофлуоресценцию 

5.4.1. Исследуют предметные стекла-тесты на микроскопе с эпифлуоресцентным светом и с фильтрами, адаптированными для работы с изоцианатом флуоресцеина, с иммерсионным маслом или в воде, при увеличении 500-1000. Исследуют ячейки по двум диаметрам в прямом угле и вдоль периметра. Для проб без клеток или с небольшим количеством клеток исследуют не менее 40 микроскопических полей. 

В первую очередь, проверяют предметное стекло с положительным контролем. Клетки должны быть интенсивно флуоресцентными и полностью окрашенными у титра антител и у определенного рабочего разбавления. Тест IF (пункт 5) необходимо повторить в случае появления аномальной окраски. 

5.4.2. Определяют присутствие клеток с интенсивной флуоресценцией и морфологией, характерной для бактерии Ralstonia solanacearum в ячейках предметных стекол-тестов. Интенсивность флуоресценции должна быть той же, что и у штамма положительного контроля, с тем же разбавлением антител. Клетки, недостаточно окрашенные или со слабой флуоресценцией, не должны учитываться. 

В случае возникновения подозрения на заражение тест необходимо повторить. Это может произойти в тех случаях, когда во всех предметных стеклах серии анализов наблюдаются положительные клетки из-за заражения буфера или когда положительные клетки можно обнаружить вне ячеек. 

5.4.3. Существует ряд проблем, которые могут затронуть специфичность теста на иммунофлуоресценцию. На уровне конусов сосудистой ткани и в частях стеблей могут появляться популяции морфологически атипичных флуоресцентных клеток, а также сапрофитные бактерии, которые могут привести к перекрестным реакциям, имеющим такую же величину и морфологию, что и Ralstonia solanacearum. 

5.4.4. Необходимо учитывать только флуоресцентные клетки, длины и морфология которых характерны для титра или для рабочего разбавления антител, указанных в пункте 5.3. 

5.4.5. Интерпретация теста IF: 

В случае обнаружения интенсивно флуоресцентных клеток с характерной морфологией  определяют среднее количество типичных клеток на микроскопическом поле и исчисляется количество типичных клеток на мл ресуспендированного осадка (приложение F к настоящему приложению). 

Тест на иммунофлуоресценцию считается положительным для проб, содержащих не менее 5 x 103 типичных клеток на мл ресуспендированного осадка. Проба считается потенциально зараженной и требует проведения нескольких тестов. 

Тест на иммунофлуоресценцию считается отрицательным для проб, содержащих менее 5 x 103 типичных клеток на мл ресуспендированного осадка. Проба считается отрицательной, поэтому проведение других тестов не обязательно. 
6. Тесты PCR

В случае, когда тест PCR используется в качестве основного теста на выявление, а его результат положительный, необходимо провести тест на изоляцию или тест на иммунофлуоресценцию в качестве второго обязательного теста на выявление. В случае использования теста PCR в качестве вторичного теста, при этом его результат положительный, для установления диагноза следует провести дополнительные тесты в соответствии с  функциональной  диаграммой.

Полная эксплуатация этого метода как основного теста на выявление рекомендуется лишь в случае получения специализированной экспертизы в данной области. 

Предварительные тесты, проведенные в соответствии с этим методом, обеспечивают воспроизводимое выявление 103-104 клеток на мл Ralstonia solanacearum, добавленных в экстракты проб, которые ранее дали отрицательные результаты. Могут понадобиться оптимизирующие опыты во всех лабораториях для получения максимальных уровней чувствительности и специфичности. 

Используют утвержденные реактивы и протоколы PCR (см. приложение F к настоящему приложению). Выбирают предпочтительно метод, содержащий внутренний контроль. 

Необходимо принять меры предосторожности во избежание заражения пробы с ДНК-целью. Тест PCR должны проводить опытные техники в лабораториях молекулярной биологии, чтобы сократить, насколько это возможно, вероятность заражения ДНК-целью. 

Отрицательные контрольные пробы (для процедур по экстракции ДНК и амплификации PCR) всегда должны расцениваться как конечные пробы в процедуре, для указания на возможное возникновение переноса ДНК. 

В тест PCR должны быть включены следующие отрицательные контрольные пробы: 

экстракт пробы, который ранее дал отрицательные результаты по выявлению Ralstonia solanacearum; 

буферы, используемые для экстракции ДНК из пробы; 

смесь реактивов для PCR.

Необходимо включать следующие положительные контрольные пробы: 

аликвоты ресуспендированных осадков с добавлением Ralstonia solanacearum (приготовление: см. часть В приложения С к настоящему приложению); 

суспензию 106 клеток на мл вирулентного изолята Ralstonia solanacearum в воде (например, NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; см. часть В приложения А  к настоящему приложению);
по возможности, также в тесте PCR используется ДНК, экстрагированный из положительных контрольных проб. 

Во избежание случайного заражения положительные контрольные пробы необходимо готовить в среде, отличной от среды тестируемых проб. 

Экстракты проб должны быть очищены, по мере возможности, от частиц почвы. В определенных случаях, когда предусматривается использование протоколов PCR, рекомендуется готовить экстракты промытых картофельных клубней. 

Стандартизированные, положительные и отрицательные контрольные материалы, которые могут быть использоваться  в данном тесте, предусмотрены в приложении С к настоящему приложению. 

6.1. Методы очистки ДНК 

Используют положительные и отрицательные контрольные пробы в соответствии с вышеописанным методом (см. приложение С  к настоящему  приложению). 

Контрольный материал тестируется тем же способом, что и пробы. 

Существует ряд методов очистки ДНК-цели из субстратов комплексных проб, позволяющих выделять ингибиторы ДНК-цели и другие энзиматические реакции и концентрировать ДНК-цель из пробы. Следующий метод был оптимизирован для использования в рамках утвержденных методов PCR, указанных в приложении F к настоящему приложению. 

Метод Pastrik (2000): 

1) наносят пипеткой 220 µl лизирующего буфера [100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)] в пробирку Эппендорфа на  1,5 мл; 

2) добавляют 100 µl экстракта пробы и ставят  в нагревательный блок или на водяную баню при 950C в течение 10 минут; 

3) пробирку ставят на лед и оставляют на 5 минут; 

4) добавляют 80 µl концентрированного раствора лизозима (50 мг лизозима на мл в 10 mM Tris-HCl, pH 8,0) и инкубируют при 370C в течение 30 минут; 

5) добавляют 220 µl раствора A Easy DNA (Invitrogen), тщательно смешивают вортексом  и инкубируют при 650C в течение 30 минут; 

6) добавляют 100 µl раствора B Easy DNA (Invitrogen), тщательно гомогенизируют путем размешивания, пока осадок не будет течь свободно в пробирке, а проба приобретет равномерно вязкую консистенцию; 

7) добавляют 500 µl хлороформа и гомогенизируют путем размешивания, пока смесь не станет менее вязкой и равномерно гомогенной; 

8) производят центрифугирование при 15.000 g в течение 20 минут при 40C для отделения фаз и для образования интерфазы; 

9) верхнюю фазу переносят в новую пробирку Эппендорфа; 

10) добавляют 1 мл этанола 100 % (- 200C), недлительно гомогенизируют путем размешивания и инкубируют на льду в течение 10 минут; 

11) производят центрифугирование при 15.000 g в течение 20 минут при 40C и удаляют этанол из концентрированного остатка. 

12) Добавляют 500 µl этанола 80 % (- 200C) и смешивают опрокидыванием; 

13) производят центрифугирование при 15.000 g в течение 10 минут при 40C, оставляют осадок и удаляют этанол; 

14) осадок оставляют сушиться на открытом воздухе или в скоростной камере SpeedVacДНК; 

15) осадок ресуспендируют в 100 µl стерильной особо чистой воды и оставляют при комнатной температуре не менее чем на 20 минут; 

16) хранят при– 200C, пока экстракт не понадобится для проведения PCR; 

17) перед использованием производят центрифугирование для реакции амплификации с помощью PCR, для чего  необходимы 5 µl супернатанта, содержащего ДНК. 

Другие методы экстракции ДНК, например Qiagen DNeasy Plant Kit, могут использоваться при условии наличия эквивалентной эффективности очищения ДНК в контрольных пробах с содержанием 103 до 104 патогенных клеток в мл. 

6.2. Амплификация PCR 

6.2.1. Готовят экстракты ДНК, подлежащие тестированию, и контрольные пробы в соответствии с утвержденными протоколами (пункт 6). Готовят десятичное разбавление из экстракта пробы ДНК (1:10 в особо чистой воде). 

6.2.2. Готовят соответствующую смесь реактивов (амплификационную смесь) для PCR в незараженной среде в соответствии с опубликованными протоколами (приложение F к настоящему приложению). По возможности, рекомендуется использовать мультиплексный протокол PCR, включающий внутренний контроль реакции PCR. 

6.2.3. Добавляют 2-5 µl экстракта ДНК на 25 µl смеси PCR  в стерильных пробирках PCR в соответствии с протоколами PCR (см. приложение F к настоящему приложению). 

6.2.4. Включают отрицательную контрольную пробу, содержащую только  амплификационную смесь и добавляют особо чистую воду из того же источника, что и для амплификационной смеси PCR, вместо пробы. 

6.2.5. Пробирки ставят в тот же термоциклер, использованный для предварительного теста, и включают программу PCR, оптимизированную соответствующим образом  (приложение F к настоящему приложению). 

6.3. Анализ продукта реакции PCR  

6.3.1. Фрагменты PCR выявляются с помощью электрофореза в агарозном геле. Ставят под напряжение при 5-8 V/см не менее 12 µl амплифицированного ДНК из каждой пробы, добавляя 3 µl загрузочного буфера (приложение F к настоящему приложению) в 2% агарозном геле в три-ацетат-EDTA (TAE) буфере (приложение F к настоящему приложению). Используют ДНК-маркер, соответствующий ожидаемой величине ампликона, например «100 bp. leader». 

6.3.2. Для визуализации фрагментов ДНК проводят окрашивание этидиум бромидом (10,5 мг/л) в течение 30-60 минут, предпринимая необходимые меры предосторожности при обращении с данным мутагеном. 

6.3.3. В случае продуктов PCR, имеющих ожидаемые величины (см. приложение F к настоящему приложению), окрашенный гель наблюдают при коротковолновом ультрафиолетовом освещении (A = 302 nm) и записывают результаты. 

6.3.4. Для новых случаев или заключений проверяют аутентичность фрагмента, амплифицированного PCR, проводя анализ энзиматического ограничения на оставшейся амплифицированной ДНК-пробе. С этой целью оставшейся амплифированный ДНК инкубируют при оптимальной температуре и в течение оптимального периода с помощью энзима и соответствующего буфера (см. приложение F к настоящему  приложению). Ограниченные фрагменты выявляются электрофорезом в агарозном геле и окрашиванием этидиум бромидом в соответствии с вышеописанным методом. Типичное расположение фрагментов после анализа энзиматического ограничения наблюдают при ультрафиолетовом освещении. Фрагменты ДНК сравнивают со штаммами положительного контроля до и после ограничения. 

Интерпретация результатов теста PCR

Тест PCR является отрицательным, когда продукт PCR, специфический для Ralstonia solanacearum ожидаемого размера, не выявляется для соответствующей пробы, а выявляется для всех положительных контрольных проб в случае мультиплексного PCR со специфическими для растения праймерами внутреннего контроля; второй продукт PCR ожидаемого размера должен быть амплифицирован с соответствующими пробами. 

Тест PCR является положительным в случае, когда выявляется продукт PCR, характерный для Ralstonia solanacearum, ожидаемой длины и типа рестрикции (в случае его рестрикции), при условии отсутствия амплификации отрицательных контрольных проб. Можно получить надежное подтверждение положительного результата путем повтора теста вторым набором праймеров PCR (приложение F к настоящему приложению). 

Можно предполагать ингибирование PCR при получении предусмотренного амплифицированного фрагмента в случае положительного контроля Ralstonia solanacearum в воде, но получаются отрицательные результаты в случае положительных контрольных проб, содержащих Ralstonia solanacearum в картофельном экстракте. В сложных протоколах с внутренним контролем PCR определяют ингибирование реакции при неполучении ни одного из двух амплифицированных фрагментов. 

Можно предполагать заражение, когда амплифицированный фрагмент получен из одного или нескольких отрицательных контрольных проб.

7. Тест FISH 

В случае использования теста FISH в качестве основного теста на выявление, при этом его результат положительный, необходимо провести тест на изоляцию или тест IF в качестве второго обязательного теста на выявление. Если тест IF используется как вторичный и его результат положительный, для анализа необходимо провести дополнительные тесты, как показывает функциональная диаграмма. 

Используют специальные утвержденные олигозонды для Ralstonia solanacearum (см. приложение G к настоящему приложению). Предварительные тесты, проведенные в соответствии с данным методом, обеспечивают воспроизводимое выявление 103-104 клеток на мл Ralstonia solanacearum, добавленных в экстракты проб, которые ранее дали отрицательные результаты. 

Желательно применять описанную процедуру в дальнейшем к экстрактам свежеприготовленных проб, однако могут использоваться также экстракты, консервированные при температуре от -160C до – 240C или от – 680C до -860C. 

В качестве отрицательного контроля используются аликвоты экстрактов проб, которые раньше дали отрицательные результаты на тесты идентификации Ralstonia solanacearum. 

В качестве положительного контроля используются суспензии, содержащие 105-106 клеток на мл Ralstonia solanacearum биовара 2, например, штамм NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; (см. приложение С к настоящему приложению), приготовленных в фосфатном буфере 0,01 M (PB) из 3-5-дневной культуры. Отдельно готовят предметные стекла с положительным контролем из омологированного штамма или из любого иного исходного штамма Ralstonia solanacearum в суспензии картофельного экстракта, в соответствии с частью В приложения С к настоящему приложению.

Контроль за процессом гибридизации осуществляется путем использования эубактериальных олигозондов, маркированных изотиацианатом флуоресцеина (FITC), окрашивающих все эубактерии, содержащиеся в пробе. 

Стандартизированные материалы положительного и отрицательного контроля, имеющиеся в наличии для данного теста, предусмотрены в  части А приложения С к настоящему приложению. Контрольные материалы тестируются тем же способом, что и пробы. 

7.1.Фиксирование картофельного экстракта 

Нижеописанный протокол основывается на Wullings et al. (1998): 

7.1.1.Приготавливают фиксирующий раствор (см. приложение G к настоящему приложению). 
7.1.2. Наносят пипеткой 100 µl из каждого экстракта пробы в пробирку Эппендорфа и центрифугируют в течение 7 минут при 7.000 g. 

7.1.3. Удаляют супернатант, а осадок ресуспендируется в 200 µl фиксирующего раствора, приготовленного не менее чем за сутки. Гомогенизируют размешиванием и инкубируют в течение часа в холодильнике. 

7.1.4. Центрифугируют в течение 7 минут при 7.000 g, удаляют супернатант, а осадок ресуспендируется в 75 µl PB 0,01 M (см. приложение G к настоящему приложению). 

7.1.5. Наносят пипеткой 16 µl из суспензий, фиксированных на чистом планшете-мультитесте, в соответствии с рисунком 7.1. На каждый планшет наносят пипеткой две разные неразбавленные  пробы и 10 µl их разбавления 1:100 (в фосфатном буфере 0,01 M). Остаток суспензии (49 µl) можно консервировать при– 200C после добавления в нее этанола объемом 96%. При необходимости повторить тест FISH удаляют этанол центрифугированием и добавляют равнозначный объем фосфатного буфера 0,01 M (гомогенизированного на вортексе). 

Рисунок 7.1.Конфигурация  планшета для теста FISH
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7.1.6. Обсушивают планшеты при комнатной температуре (или в сушилке при 370C), затем фиксируют посредством Hambare. 

Процедура гибридизации может быть прервана на этой стадии и продолжена на второй день. Планшеты необходимо хранить в сухом месте при комнатной температуре, защищеном от проникновения пыли. 

7.2. Гибридизация 

7.2.1.Обезвоживают клетки последовательными 50 %, 80 % и 96 % этаноловыми банями продолжительностью одна минута каждая. Ставят планшеты на подставку и оставляют сушиться при комнатной температуре. 

7.2.2. Сооружают камеру для влажной инкубации, обкладывая дно герметичной коробки абсорбирующей бумагой или фильтровальной бумагой, пропитанной хибмиксом 1X (см. приложение G к приложению №2 к настоящим Мерам). Коробку ставят на прединкубацию в течение не менее 10 минут в инкубаторе для гибридизации при температуре 450C. 

7.2.3. Наносят пипеткой 10 µl гибридизирующего раствора (приложение G к приложению №2 к настоящим Мерам) в 8 ячеек: (1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 и 10  (см. рисунок 7.1) каждого предметного стекла, оставляя пустыми две ячейки посередине (3 и 8). 

7.2.4. Накрывают покровными стеклами (24 x 24 мм) первую и последние 4 ячейки, так, чтобы не захватить воздуха под ними. Предметные стекла складывают во влажную предварительно нагретую камеру и оставляют на 5 часов в инкубаторе при 450C в темноте, для гибридизации. 

7.2.5. Приготавливают 3 сосуда, содержащие 1 л воды Milli Q (молекулярная биология),  1 л хибмикса 1X  в 334 мл хибмикса 3X  (666 мл воды Milli Q (молекулярная биология) и 1 л хибмикса 1/8X в 42 мл хибмикса 3X и 958 мл воды Milli Q (молекулярная биология)). Прединкубируют каждый сосуд на водяной бане при 450C. 

7.2.6. Снимают покровные стекла с предметных стекол и ставят на подставку для предметных стекол. 

7.2.7.Удаляют излишек пробы инкубацией в течение 15 минут при 450C в сосуде с хибмиксом 1X. 

7.2.8. Погружают подставку с предметными стеклами в промывочный раствор с хибмиксом 1/8X и оставляют на инкубацию в течение еще 15 минут. 

7.2.9. Предметные стекла ставятся на короткое время на водяную баню Milli Q и размещают на фильтровальной бумаге. Удаляют излишки влаги, слегка промокая влажную поверхность фильтровальной бумагой. Наносят пипеткой в каждую ячейку 5-10 µl раствора против обесцвечивания (например, Vectashield, производимого Vecta Laboratories CA, USA, или другим аналогичным раствором) и накрывают всю поверхность предметного стекла покровным стеклом (24 x 60 мм). 

7.3. Чтение теста FISH 

7.3.1. Предметные стекла исследуют незамедлительно с помощью микроскопа с эпифлуоресценцией, с иммерсионным объективом, в иммерсионном масле при увеличении 630 x 1000. С фильтром, чувствительным к изотиоцианату флуоресцеина (FITC), эубактериальные клетки, присутствующие в пробах (в том числе большинство грамм-отрицательных клеток) появляются окрашенными в флуоресцентный зеленый. С фильтром, приспособленным к тетраметил-родамин-5-изотиоцианату клетки Ralstonia solanacearum, обозначенные Cy3, появляются окрашенными в флуоресцентный красный. Сравнивают морфологию клеток их проб с морфологией клеток из положительных контрольных проб. Клетки должны быть окрашены полностью и быть интенсивно флуоресцентными. Тест FISH (пункт 7) необходимо повторить в случае появления аномальной окраски. Ячейки исследуют вдоль двух перпендикулярных диаметров и вокруг периметра. Для проб, не содержащих или содержащих малое количество клеток, исследуют не менее чем 40 микроскопических полей. 

7.3.2. Наблюдают наличие интенсивно флуоресцентных клеток c морфологией, типичной для Ralstonia solanacearum в тест-окошках предметных стекол. Интенсивность флуоресценции должна быть равнозначной штамму положительного контроля или более высокой. Клетки с недостаточной окраской или со слабой флуоресценцией не должны учитываться. 

7.3.3. При малейшем подозрении на заражение тест необходимо повторить. Это может произойти, когда во всех предметных стеклах одной серии анализов обнаруживаются положительные клетки из-за заражения буфера или когда обнаруживают положительные клетки вне ячеек. 

7.3.4. Существует ряд взаимосвязанных проблем, которые могут затронуть специфичность теста FISH. На уровне конусов сосудистой ткани и штамма могут появляться популяции морфологически атипичных флуоресцентных клеток, а также популяции сапрофитных бактерий, которые могут привести к перекрестным реакциям, имеющим такую же величину и морфологию, что и Ralstonia solanacearum, но в более малой пропорции, чем в случае теста IF. 

7.3.5. Необходимо учитывать только флуоресцентные клетки с типичными размерами и морфологией. 

7.3.6. Интерпретация теста FISH 

Тест FISH считается действительным, когда интенсивно флуоресцентные клетки зеленого цвета, имеющие размеры и морфологию, типичные для Ralstonia solanacearum, видимы с помощью  фильтра FITC и интенсивно флуоресцентные клетки красного цвета видимы с помощью родаминового фильтра во всех положительных контролях, а в отрицательном контроле не наблюдается ни одна клетка. Если проба содержит интенсивно флуоресцентные клетки с типичной морфологией, определяется среднее количество типичных клеток на микроскопическом поле и количество типичных клеток на мл  ресуспендированного осадка (приложение D к настоящему приложению)  Пробы, содержащие не менее 5х103 типичных клеток на мл ресупендированного осадка, считаются  потенциально зараженными и рекомендуется продолжить тесты. Пробы, содержащие менее 5 x 103 типичных клеток на мл ресуспендированного осадка, признаются отрицательными. 

Тест FISH считается отрицательным в случае, если интенсивно флуоресцентные клетки красного цвета, имеющие длины и морфологию, характерные для Ralstonia solanacearum, не видны с помощью родаминового фильтра, при условии, что интенсивно флуоресцентные клетки красного цвета хорошо видны на предметных стеклах положительного контроля при использовании родаминового фильтра. 

8. Тесты ELISA 

Тест ELISA не может использоваться как вторичный тест к тестам IF, PCR или FISH из-за своей относительно слабой чувствительности. В случае применения метода DAS-ELISA обогащение проб и использование моноклональных антител является обязательным. Обогащение проб перед проведением теста ELISA может быть целесообразным для повышения его чувствительности, однако может ингибировать тест из-за конкуренции с другими организмами, имеющимися в пробе. 

Используют валидированный источник антител Ralstonia solanacearum.

Рекомендуется определять титр по каждой новой партии антител. Титр определяют как наибольшее разбавление, при котором получают оптимальную реакцию, когда тестируется суспензия 105-106 клеток на мл из омологированного штамма Ralstonia solanacearum, с использованием соответствующих конъюгатов вторичных антител, в соответствии с рекомендациями производителя. При проведении теста рабочее разбавление антител должно быть приблизительно равным или равным титру торговой формулы. 

 Определяют титр антител для суспензии 105-106 клеток/мл из омологированного штамма Ralstonia solanacearum. 

В качестве отрицательных контролей используют экстракт пробы, который ранее дал отрицательные результаты на Ralstonia solanacearum, и бактериальную суспензию, приготовленную в фосфатном буфере, которая не вызывает перекрестных реакций. В качестве положительного контроля используют экстракты проб, которые ранее дали отрицательные результаты, с добавлением 103-104 клеток/мл биовара 2 Ralstonia solanacearum (например, штамм NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857 (см. части A и B приложения В к настоящему приложению). Для сравнения результатов каждого планшета используют стандартный раствор 105-106 клеток/мл в PBS Ralstonia solanacearum. Положительные контрольные пробы следует осторожно наносить на планшет для микротитрования, отдельно от пробы или проб, составляющих предмет теста. Стандартные материалы для положительного и отрицательного контроля, которые могут использоваться в данном тесте, перечислены в части А  приложения С к настоящему приложению.

Контрольный материал тестируется тем же способом, что и пробы. 

Утверждены два протокола ELISA: 

1) ELISA косвенный (Robinson-Smith et al., 1995) 

а) используют аликвоты 100-200 µl ресуспендированного осадка (для сокращения неспецифических результатов нагревают в течение 4 минут при 1000C на водяной бане или в термостате);
b) добавляют равное количество буфера 2X (приложение D к настоящему приложению) и гомогенизируют путем смешивания; 

с) наносят пипеткой аликвоты 100 µl экстракта не менее чем в две ячейки планшета для микротитрования (например, Nunc-Polysorp или эквивалент) и инкубируют в течение одного часа при 370C или одной ночи при 40C;
d) удаляют экстракты из ячеек. Промывают ячейки 3 раза с помощью PBS-Tween (приложение D к настоящему приложению), оставляя последний промывочный раствор в ячейках не менее 5 минут; 

е) приготавливают соответствующее разбавление противосыворотки anti-Ralstonia solanacearum в насыщающем буфере (приложение D к настоящему приложению). Для утвержденных торговых антител используют рекомендуемые разбавления (обычно, в два раза  более концентрированные чем титр); 

f) наносят пипеткой 100 µl в каждую ячейку и инкубируют один час при 370C; 

g) сливают раствор антител из ячеек и промывают как указано выше  (подпункт d); 

h) готовят соответствующее разбавление вторичного конъюгата антител и щелочной фосфатазы в насыщаемом буфере. Наносят пипеткой 100 µl в каждую ячейку и инкубируют один час при 370C; 

i) удаляют конъюгат антител из ячеек и промывают как указано выше (подпункт d);
j) наносят пипеткой 100 µl раствора субстрата щелочной фосфатазы (приложение D к настоящему  приложению) в каждую ячейку. Инкубируют в темноте при комнатной температуре и измеряют абсорбент при 405 nm в регулярных промежутках на протяжении 90 минут; 

2) DAS-ELISA 

а) готовят соответствующее разбавление поликлональных иммуноглобулинов anti-Ralstonia solanacearum в концентрированном буфере с pH 9,6 (приложение D к настоящему приложению). Добавляют 200 µl в каждую ячейку. Инкубируют в течение 4-5 часов при 370C или в течение 16 часов при 40C; 

b) промывают ячейки 3 раза PBS-Tween (приложение D к настоящему приложению. Добавляют 190 µl экстракта пробы не менее чем в две ячейки. Также добавляют положительный и отрицательный контроль в две ячейки на каждом планшете. Инкубируют в течение 16 часов при 40C; 

с) промывают ячейки 3 раза PBS-Tween (приложение D к настоящему приложению); 

d) готовят соответствующее разбавление специфических моноклональных антител Ralstonia solanacearum в PBS (приложение D к настоящему приложению), которое содержит также 0,5 % говяжего сывороточного альбумина (BSA), и наносят пипеткой 190 µl в каждую ячейку. Инкубируют два часа при 370C; 

е) промывают ячейки 3 раза PBS-Tween (приложение D к настоящему приложению); 

f) готовят соответствующее разбавление противомышиных иммуноглобулинов, конъюгированных со щелочной фосфатазой в PBS. Добавляют 190 µl в каждую ячейку. Инкубируют два часов при 370C; 

g) промывают ячейки 3 раза PBS-Tween (приложение D к настоящему приложению); 

h) готовят раствор субстрата щелочной фосфатазы, содержащий 1 мг p-нитрофенил фосфата на мл буферного раствора (приложение D к настоящему приложению). Добавляют 200 µl в каждую ячейку. Инкубируют в темноте при комнатной температуре и измеряют абсорбент при 40 nm при регулярных промежутках на протяжении 90 минут. 

Интерпретация результатов тестов ELISA 

Тест ELISA является отрицательным в случае, когда средняя оптическая плотность (DO) ячеек пробы дубликата в два раза меньше плотности ячеек отрицательного контроля, при условии, что оптическая плотность положительного контроля всегда больше  1,0 (после 90 минут инкубации с субстратом) и в два раза больше оптической плотности, полученной для отрицательного контроля. 

Тест ELISA является положительным в случае, когда средняя оптическая плотность (DO) ячеек пробы дубликата в два раза больше оптической плотности ячеек отрицательного контроля, при условии, что DO для всех ячеек отрицательного контроля в два раза меньше DO, полученной для ячеек положительного контроля.  

Отрицательное чтение теста ELISA в ячейках положительного контроля указывает на то, что тест был проведен неправильно или был ингибирован. Положительное чтение теста  ELISA в ячейках отрицательного контроля указывает на перекрестное заражение или на неспецифическую реакцию. 

9. Биологический тест 

Предварительные тесты, проводимые в соответствии с данным методом, должны позволять выявление воспроизводимости 103-104 клеток, формирующих колонии (UFC) в каждом мл Ralstonia solanacearum, добавленной к экстрактам с отрицательными результатами в предыдущих тестах (приготовление: см. приложение С к настоящему  приложению). 

Наибольшая чувствительность выявления достигается при использовании свежеприготовленных экстрактов проб и при оптимальных условиях роста. Несмотря на это, метод может успешно применяться к экстрактам, хранящимся в глицерине при температуре от – 680C до – 860C. 

Следующий протокол основывается на протоколе Janse (1988): 

9.1. Для каждой пробы используют 10 тест-растений чувствительного сорта томатов (например, Moneymaker или разновдидность с чувствительностью, эквивалентной установленной в лаборатории для тестирования) в стадии третьего настоящего листа. Более подробно о культуре см. приложение H к настоящему  приложению. Также могут использоваться баклажаны (например, Black Beauty или разновидность с эквивалентной чувствительностью), отбирая только растения в стадии второго или третьего настоящего листа до полного формирования третьего настоящего листа. В то же время установлено, что у растений баклажанов симптомы являются менее выраженными и развиваются медленнее. Следовательно, при возможности, рекомендуется использовать рассаду томатов. 

9.2. Инокулируют 100 µl экстракта в каждое тест-растение. 

9.2.1. Инокуляция инжектированием: тест-растения инокулируют в стебель прямо над семядолями с помощью шприца с гиподермической иглой (минимум 23G).  Пробу распределяют между тестируемыми растениями
9.2.2. Инокуляция посредством надреза: растение держат двумя пальцами и наносят пипеткой на стебель, между семядолями и первым листом, одну каплю (примерно 5-10 µl) экстракта пробы. 

С помощью стерильного скальпеля, начиная от капли экстракта, делают диагональный надрез длиною 1 см и глубиной, равной примерно 2/3 толщины стебля. Закрывают надрез стерильным вазелином с помощью шприца. 

9.3. Тем же способом инокулируют 5 стволов водной суспензией 105 -106 клеток на мл вирулентной культуры в течение 48 часов Ralstonia solanacearum биовара 2 в качестве положительного контроля и 5 стволов с фосфатным буфером (приложение D к настоящему приложению) в качестве отрицательного контроля. Отделяют растения положительного и отрицательного контроля от других растений, чтобы не допустить перекрестных заражений.  

9.4. Тест-растения выращивают в карантинных помещениях до 4 недель при температуре 25-300C и относительно высокой влажности, поливая их соответствующим образом для предупреждения гидронасыщения или увядания из-за засухи. Чтобы избежать заражения, растения положительного и отрицательного контроля инкубируют отдельно на отдельных стендах, соответствующим образом, в теплице или в культивационной камере либо, если пространство ограничено, обеспечивают строгое разделение методов обработки. При необходимости инкубировать растения разных проб, расположенных близко друг от друга, следует предусмотреть подходящие перегородки. Во время удобрения, полива, контроля или любых других работ необходимо предпринять меры предосторожности во избежание перекрестного заражения. Важно, чтобы в теплицах и культивационных камерах не было насекомых, так как они могут быть переносчиками бактерий от одной пробы к другой.  

Наблюдают появление симптомов увядания: эпинастия, хлороз и/или сморщивание. 

9.5. Изолируют инфицированные растения и идентифицируют ощищенные культуры от предполагаемой (подозреваемой) Ralstonia solanacearum (часть B раздела VI). 

9.6. Если по прошествии 3-х недель не наблюдается ни один из симптомов, проводится тест IF/ PCR /на изоляцию на одной пробе, состоящей из частей стебля длиной 1 см, отобранных от каждого тест-растения прямо над точкой инокуляции. В случае, когда тест положительный, проводится посев на культурную среду (часть В раздела VI). 

9.7. Идентифицируют все ощищенные культуры от предполагаемой инфекции с Ralstonia solanacearum (часть В раздела VI). 

Интерпретация результатов биологического теста: 

Результаты биологического теста считаются действительными, когда растения положительного контроля имеют типичные симптомы, бактерии могут быть реизолированы из этих растений и не виден ни один симптом у растений отрицательного контроля. 

Биологический тест отрицательный в случае, если тест-растения, инокулированные экстрактом пробы, не инфицированы Ralstonia solanacearum и при условии выявления Ralstonia solanacearum в растениях положительного контроля. 

Биологический тест считается положительным, если тест-растения инфицированы  Ralstonia solanacearum. 

B.  Тесты на идентификацию 

Предполагаемые чистые культуры от Ralstonia solanacearum идентифицируются не менее чем одним из следующих тестов, основанных на разных биологических принципах. 

Включают, в зависимости от случая, известные исходные штаммы по каждому проведенному тесту (см. приложение C к настоящему приложению). 

1. Энзиматические и питательные тесты на идентификацию 

Устанавливают следующие фенотипические свойства, систематически присутствующие или отсутствующие у Ralstonia solanacearum, в соответствии с методами, описанными Lelliott şi Stead (1987), Klement et al. (1990) и Schaad (2001). 
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2. Тест IF 

2.1. Готовят суспензию приблизительно в 106 клеток/мл в буфере IF (приложение D к настоящему  приложению). 

2.2. Готовят серию разбавлений 1/2 из соответствующей противосыворотки. 

2.3. Применяют процедуру теста IF (пункт 5 части А раздела VI). 

2.4. Для того, чтобы тест IF был положительный, полученный титр для культуры должен быть эквивалентным титру положительного контроля. 

3.Тест ELISA 

В случае проведения только двух тестов на идентификацию другие серологические тесты помимо данного метода не проводятся.

3.1. Готовят суспензию приблизительно в 108 клеток/мл в PBS 1X (см. приложение D к настоящему приложению). 

3.2. Применяют соответствующую процедуру ELISA со специфическим моноклональным антителом Ralstonia solanacearum. 

3.3. Тест ELISA считается положительным, когда оптическая плотность культуры равна не менее чем 1/2 от оптической плотности, полученной для положительного контроля. 

4.Тест полимеразной цепной реакции (PCR) 

4.1.Готовят суспензию приблизительно 106 клеток/мл в особо чистой стерильной воде. 

4.2. Наносят пипеткой 100 µl из суспензии в закрытых пробирках и ставят на термостат или на водяную баню при 1000C в течение 4 минут. Впоследствии пробы могут храниться при температуре от – 160C до – 240C до момента их использования в следующих этапах теста PCR. 

4.3. Применяют соответствующие протоколы PCR для амплификации типичных фрагментов Ralstonia solanacearum, см., например, Seal et al. (1993), Pastrik & Maiss (2000), Pastrik et al. (2002), Boudazin et al. (1999), Opina et al. (1997), Weller et al. (1999). 

4.4. Идентификация бактерии Ralstonia solanacearum как положительной определяется, если фрагменты, амплифицированные посредством PCR, имеют те же размеры и те же полиморфизмы длин фрагментов рестрикции, что и положительный контрольный штамм. 

5.Тест на флуоресцентную гибридизацию in situ (FISH) 

5.1.Готовят суспензию приблизительно 106 клеток/мл в особо чистой воде. 

5.2. Применяют процедуру FISH (пункт 7 части А раздела VI), используя не менее двух олигозондов, характерных для Ralstonia solanacearum (приложение G к настоящему приложению). 

5.3. Для того,  чтобы тест FISH был положительным, культура должна представлять те же реакции, что и у положительного контроля. 

6. Профиль жирных кислот (FAP) 

6.1. Выращивают культуру в течение 48 часов (280C) на триптиказ-соево-агарной среде (Oxoid). 

6.2. Применяют соответствующую процедуру FAP (Janse, 1991; Stead, 1992). 

6.3. Тест FAP считается положительным, если профиль предполагаемой культуры тот же, что и у положительного контроля. Наличие характерных жирных кислот 14:0 3OH, 16:0 2OH, 16:1 2OH и 18:1 2OH и отсутствие  16:0 3OH указывают на наличие Ralstonia sp solanacerum. 

7. Методы характеристики штамма 

Рекомендуется характеристика штамма одним из следующих методов по каждому новому случаю изолирования бактерии Ralstonia solanacearum. 

Включают, в зависимости от случая, известные референтные  штаммы по каждому проведенному тесту (см. приложение С к настоящему   приложению). 

7.1. Определение биовара 

Существуют различные биовары Ralstonia solanacearum, в зависимости от их способности использовать и/или окислять 3 сахарида и 3 гексоз этилового спирта (Hayward, 1964 и Hayward et al., 1990). Питательная среда для теста биовара описана в приложении В к настоящему приложению. Тест проводят, инокулируя путем глубокого инжектирования сред с чистыми культурами изолята Ralstonia solanacearum и инкубации при 280C. В случае, если среды распределены на культуральных планшетах с 96 стерильными ячейками (200 µl/ячейка) можно наблюдать через 72 часа изменение цвета от зелено-оливкового до желтого, что указывает на положительный результат теста. 

	                       Биовар 

_______________________________________________

                                             1    2     3     4    5

Использование:   

Мальтозы 
                         -    +     +     -    +

Лактозы                               -    +     +     -    +

D (+) Целобиозы                 -    +     +     -    +

Манитола                             -    -     +     +    +

Сорбитола                           -    -     +     +    -

Дульцита                             -    -     +     +    -

_________________________________________________________________
Все дополнительные тесты дифференцируют биовар в двух субфенотипах: 

____________________________________________________________
                                                    Биовар 2A                        Биовар 2A                       Биовар

                                                             (распространенный          (найденный в                (найденный  в  
                                                              в мире)                             Чили и в Колумбии)     тропической зоне)                                                                                                      
______________________________________________________________

Использование трегалозы          -                            +                          + 

Использование мезоинозита     +                            -                           + 

Использование D-рибозы          -                             -                           + 

Пектолитическая активность (1)   низкая  низкая  высокая 

_________________________________________________________________

(1)См. Lelliott & Stead (1987) 


7.2. Геномный отпечаток 

Молекулярная дифференциация штаммов из комплекса Ralstonia solanacearum может осуществляться путем: 

7.2.1. Анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов (RFLP) (Cook et al., 1989); 

7.2.2. PCR, проведенной на повторяющихся сегментах с использованием праймеров REP, BOX и ERIC (Louws et al, 1995; Smith et al, 1995). 

7.2.3. Анализа полиморфизма длин амплифицированных рестрикционных фрагментов (Van der Wolf et al., 1998). 

7.3. Методы PCR 

Могут использоваться специфические праймеры PCR (Pastrik et al., 2002; (см. приложение F к настоящему приложению) для дифференциации штаммов, относящихся к делению 1 (биовары 3, 4 и 5) и делению 2 (биовары 1, 2A и 2T) Ralstonia solanacearum, первоначально определяемые анализом RFLP (Cook et al., 1989) и анализом сегмента 16S ADNr (Taghavi et al., 1996). 

C.  Тест на подтверждение

Тест на патогенность необходимо проводить для получения финального подтверждения диагностики, а также для оценки вирулентности идентифицированных культур Ralstonia solanacearum, с соблюдением следующих этапов: 

1) готовят инокулят приблизительно 106 клеток/мл на базе 24-48-часовой культуры соответствующего штамма положительного контроля Ralstonia solanacearum, например, NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857 (см. приложение С к настоящему приложению); 

2) инокулируют 5-10 чувствительных рассадных растений томата или баклажан в фазе третьего настоящего листа (см. пункт 9 части А раздела VI); 

3) инкубируют до двух недель при 25-280C и при повышенной относительной влажности, обеспечивая соответствующее опрыскивание для предотвращения водного перенасыщения или стресса из-за засухи. Для чистых культур увядание должно наступить в течение 15 дней. В конце периода, при отсутствии симтомов, культура не может считаться патогенной Ralstonia solanacearum;
4) наблюдается появление симптомов увядания и/или эпинастии, хлороза и сморщивания; 

5) изолируют симптоматические растения, с удалением сегмента ткани из стебля на 2 см выше точки инокуляции. Измельчается и готовится суспензия в небольшом количестве дистиллированной стерильной воды или фосфатного буфера 50 mM (приложение D к настоящему приложению). Проводят посев суспензии на подходящей среде, желательно селективной среде (приложение В к настоящему приложению), инкубируют в течение 48-72 часов при 280C и наблюдают формирование типичных колоний Ralstonia solanacearum. 

Приложение А 

к приложению №2 к Мерам по контролю 

бактерии Ralstonia solanacearum (Smith) 

Yabuuchi et al. в Республике Молдова 

Лаборатории,  практикующие оптимизацию и валидацию протоколов 

	Лаборатория 
	Город
	Страна



	Agenturfur Gesundheit und Ernahrungssicherheit
	Вена и Линц
	Австрия 



	Departament Gewasbescherming
	Мерелбеке
	Бельгия 



	Plantedirektoratet
	Лонгбю
	Дания 



	Central Science Laboratory
	Йорк
	Великобритания

	Scottish Agricultural Science Agency
	Эдинбург
	Шотландия



	Laboratoire national de la protection des vegetaux, Unite de Bacteriologie 
	Анже
	Франция 



	Laboratoire naţional de la protection des vegetaux, Station de quarantine de la pomme de terre 
	Ле Рю
	Франция 



	Biologische Bundesanstalt 
	Кляйнмахнов
	Германия 



	Pflanzenschutzamt Hannover
	Ганновер
	Германия 



	State Laboratory
	Дублин
	Ирландия 



	Dipartimento di Scienze e Tecnologie 

Agroambientali 
	Болонья
	Италия 



	Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi 

Fitosanitari 
	Верона
	Италия 



	Nederlandse Algemene Keuringesdienst
	Эммелорд
	Нидерланды

	Plantenziektenkundige Dienst
	Вагенинген
	Нидерланды 



	Direccao-Geral de Proteccao das Culturas
	Лиссабон
	Португалия

	Centro de Diagnostico de Aldearrubia
	Саламанка
	Испания



	Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias
	Валенсия
	Испания



	Swedish University of Agricultural Sciences
	Уппсала
	Швеция 




  Приложение В

  к приложению №2 к Мерам по контролю  бактерии Ralstonia  solanacearum  (Smith)
 Yabuuchi et al. в Республике Молдова 
Среды для изоляции и выращивания бактерии Ralstonia solanacearum

Питательная среда в целом 

Питательный агар (AN) 

Питательный агар (Difco) 
-
23,0 г 

Дистиллированная вода 
-
1,0 л 

Растворяют ингредиенты. Стерилизуют в автоклаве при 1210C в течение 15 минут. 

Дрожжи – пептон – глюкоза – агар (YPGA) 

Экстракт дрожжей (Difco) 
-
5,0 г 

Бактопептон (Difco) 

-
5,0 г 

D (+) глюкоза (моногидрат) 
-
10,0 г 

Бакто-агар (Difco) 

-
15,0 г 

Дистиллированная вода 
-
1,0 л 

Растворяют ингредиенты. Стерилизуют в автоклаве при 1210C в течение 15 минут. 

Сахароза – пептон – агар (SPA) 

Сахароза



-
20,0 г 

Бактопептон (Difco) 

-
5,0 г 

K2HPO4



-
0,5 г 

MgSO4-7H2O 


-
0,25 г                            
Бакто-агар (Difco) 

-
15,0 г 

Дистиллированная вода 
-
1,0 л 

pH 7,2-7,4 

Растворяют ингредиенты. Стерилизуют в автоклаве при 1210C в течение 15 минут. 

Тетразолиевая среда Кельмана 

Казаминовые кислоты (Difco) -
1,0 г 

Бактопептон (Difco) 

 -
10,0 г 

Декстроза



 -
5,0 г 

Бакто-агар (Difco) 

 -
15,0 г 

Дистиллированная вода
 -
1,0 l  л
Растворяют ингредиенты. Стерилизуют в автоклаве при 1210C в течение 15 минут. 

Охлаждают при 500C и добавляют стерилизованный водный раствор фильтрованием 2,3,5-трифенилтетразолиевого хлорида sigma для получения конечной концентрации 50 мг на литр. 

Валидированные селективные питательные среды 

Среда SMSA (Englebrecht, 1994, изменен Elphinstone et al., 1996) 

Основная среда 

Казаминовые кислоты (Difco) -
1,0 г 

Бактопептон (Difco) 

  -
10,0 г 

Глицерол



  -
5,0 мл 

Бактоагар (Difco) 

  -
15,0 г 

Дистиллированная вода 
  -
1,0 л 

Растворяют ингредиенты. Стерилизуют в автоклаве при 1210C в течение 15 минут. 

Охлаждают при 500C и добавляют концентрированные водные растворы, стерилизованные путем фильтрования, с содержанием следующих ингредиентов для получения указанных конечных концентраций: 

Фиолетовый кристалл (Sigma) 
-
5 мг на литр 

Полимиксина сульфат B (Sigma P-1004) -
600000 единиц (около 100 мг) на литр

Бацитрацин (Sigma B-0125) 

- 1250 единиц (около 25 мг) на литр 

Хлорамфеникол (Sigma C-3175) 
- 5 мг на литр 

Пенициллин-G (Sigma P-3032)
- 825 единиц (около 0,5 мг) на литр 

2,3,5-трифенилтетразолиевый хлорид (Sigma) 
- 50 мг на литр 

Примечания. 

1. Использование иных реактивов, кроме вышеуказанных, может повлиять на рост бактерии Ralstonia solanacearum. 

2. Агар оксоидного типа № 1 может быть заменен бактоагаром (Difco). В данном случае, рост бактерии Ralstonia solanacearum будет происходить медленнее, но также и рост конкурирующих сапрофитных бактерий может сократиться. Развитие типичных колоний Ralstonia solanacearum может продлиться еще на один или два дня, а красная окраска может быть менее выраженной, чем  на бактоагарной среде. 

3. Рост концентрации бацитрацина до 2.500 единиц на литр может сократить популяции конкурентных бактерий, не нарушая роста бактерии Ralstonia solanacearum. 

Среды и концентрированные растворы антибиотиков хранятся при 40C в темном месте и не более одного месяца. 

Необходимо обеспечить отсутствие конденсата на поверхности планшетов перед использованием.

Следует избегать чрезмерного пересушивания планшетов. 

После приготовления каждой новой партии культурной среды необходимо провести контроль качества путем посева суспензии культуры Ralstonia solanacearum (см. приложение С к настоящему приложению) и наблюдать формирование типичных колоний после инкубации при  280C в течение 2-5 дней. 

Утвержденные среды обогащения 

Питательную среду SMS/4(Elphinstone et al., 1996) готовят тем же способом, что и для селективной среды SMSA, но удалят бактоагар  и 2-3-5-тетразолиевый хлорид. 

Измененная питательная среда Wilbrink (Caruso et al., 2002) 

Сахароза 


    
-
10 г 

Протезопептонная протеоза
-
5 г 

K2HPO4 


    
-
0,5 г 

MgSO4 


    
-
0,25 г 

NaNO3 


    
-
0,25 г 

Дистиллированная вода   
-
1 л 

Стерилизуют в автоклаве при 1210C в течение 15 минут и охлаждают до 500C. 

 Добавляют концентрированные растворы антибиотиков, как и для питательной среды SMSA. 

 Приложение С

 к приложению №2 к Мерам по контролю
 бактерии Ralstonia solanacearum  (Smith) 
Yabuuchi et al. в Республике Молдова

A. Стандартизированный контрольный материал, имеющийся в торговой сети 

Бактериальные штаммы 

Рекомендуются следующие бактериальные штаммы для использования в качестве стандартного рефернтного материала или положительного контрольного образца (таблица 1) и на протяжении оптимизации тестов,  чтобы избежать перекрестных реакций (таблица 2). Все штаммы можно приобрести в торговой сети по следующим адресам: 

1.National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), Central Science Laboratory, Йорк, США; 

2.Culture Collection of the Plant Protection Service (PD), Вагенинген, Нидерланды; 

3.Collection frangaise de bacteries phytopathogenes (CFBP), INRA- Station de phytobacteriologie, Aнже, Франция. 

Таблица 1. Стандартные  референтные штаммы SMT Ralstonia solanacearum

	Код NCPPB
	SMT#
	Иные коды 
	Страна происхождения 
	Биовар

	NCPPB 4153
	6
	CFBP 4582, Pr3020, EURS 11
	Египет 
	2

	NCPPB 4154
	10
	CFBP 4585, 550, EURS 21
	Турция 
	2

	NCPPB 3857
	12
	CFBP 4587, Pr 1140, EURS 26
	Великобритания
	2

	NCPPB1584
	23
	CFBP 4598, EURS 49
	Кипр
	2

	NCPPB 2505
	24
	CFBP 4599, EURS 50
	Швеция
	2

	NCPPB 4155
	26
	CFBP 4601,502, EURS 55
	Бельгия
	2

	NCPPB 4156 (*)
	71 (*)
	PD 2762, CFBP 3857
	Нидерланды
	2

	NCPPB 4157
	66
	LNPV 15,59
	Франция
	2

	NCPPB 4158
	39
	CFBP 4608, Port448, EURS 80
	Португалия 
	2

	NCPPB 4160
	69
	IVIA-1632-2
	Испания
	2

	NCPPB 4161
	76
	B3B
	Германия 
	2

	NCPPB 325
	41
	CFBP 2047, KEL 60-1, R 842
	США
	1

	NCPPB 3967
	42
	CFBP 4610, R285, GONg7
	Коста Рика
	1

	NCPPB 4028
	43
	CFBP 4611, R303/571, CIP 310,

SEQ 205
	Колумбия
	2

	NCPPB 3985
	44
	CFBP 4612, R 578, CIP 312
	Перу
	2T

	NCPPB 3989
	45
	CFBP 4613, R 568, CIP 226
	Бразилия
	2T

	NCPPB 3996
	46
	CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225
	Перу
	3

	NCPPB 3997
	47
	CFBP 4614, R 280/363, CIP 49, HAY 0131a
	Австралия
	3

	NCPPB 4029
	48
	CFBP 4615, R 297/ 349, CIP 121, CMIb 2861 
	Шри Ланка
	4

	NCPPB 4005
	49
	CFBP 4616, R470
	Филиппины 
	4

	NCPPB 4011
	50
	CFBP 4617, R288, Hemps 2
	Китай
	5


(*) Использовать в качестве стандартного исходного штамма биовар  2 расы 3 Ralstonia solanacearum. 

Примечание. Подлинность вышеназванных штаммов может быть гарантирована только в случае их получения из подлинной коллекции культур. 

Таблица 2. Стандартные референтные  штаммы SMT,  коррелированные серологически или генетически для использования в целях оптимизации тестов на выявление 

	Код NCPPB
	SMT#
	Иной  код
	Идентификация

	NCPPB4162
	51
	CFBP1954
	Bacillus polymyxa (1)

	NCPPB 4163
	52
	CFBP1538
	Pseudomonas marginalis pv. Marginalis (1)

	NCPPB 4164
	-
	CFBP 2227
	Burkholderia 
cepacia (2)

	NCPPB 4165
	-
	CFBP 2459
	Ralstonia 
pickettii(2)

	NCPPB 4166
	58
	CFBP 3567

CSLPM150
	Ralstonia pickettii(1)

	NCPPB 4167
	60
	CFBP 4618

PD 2778
	Ralstonia sp (1)

	NCPPB 1127
	53
	CFBP3575
	Burkholderia andropogonis (1)

	NCPPB 353
	54
	CFBP 3572
	Burkholderia caryophylli (1)

	NCPPB 945
	55
	CFBP 3569
	Burkholderia 
cepacia (1)

	NCPPB 3708
	56
	CFBP 3574
	Burkholderia glumae (1)

	NCPPB 3590
	57
	CFBP 3573
	Burkholderia 
plantarii (1)

	NCPPB 3726
	59
	CFBP 3568
	Banana Blood Disease Bacterium (1) (2) (3)

	NCPPB 4168
	61
	CFBP 4619

IPO S339
	Enterobacter sp (1)

	NCPPB 4169
	62
	IPO 1695
	Enterobacter sp (1)

	NCPPB4170
	63
	CFBP 4621

IPO S306
	Ochrobactrum anthropi(1)(2)

	NCPPB 4171
	64
	CFBP 4622

IPO 1693
	Curtobacterium 
sp (1)(2)

	NCPPB 4172
	65
	IPO 1696a
	Pseudomonas sp (1)

	NCPPB 4173 
	-
	PD2318
	Aureobacteriu sp (2)

	NCPPB 4174
	81
	IVIA 1844.06
	Flavobacterium sp (1)(2)


(1) Штамм, который может вызвать в серологических тестах (IF и/или ELISA) перекрестную реакцию с поликлональными антисыворотками. 

(2) Штамм, из которого может быть амплифицирован PCR в определенных лабораториях, имеющий длины, схожие с предусмотренными для использования специфических праймеров OLI-1 и Y-2 (см. приложение F к приложению №2 к  Мерам по контролю бактерии Palsfonoa Solanacearum (Smith) Gabunchi et.al в Республике Молдова).

(3) Может вызвать перекрестную реакцию в большинстве тестов, но известен как присуствующий только на банане в Индонезии.

Стандартный контрольный материал, имеющийся в торговой сети 

Следующий стандартный контрольный материал имеется в коллекциях культур NCPPB: 

лиофилизированные гранулы экстракта из 200 здоровых клубней картофеля в качестве отрицательного контроля для всех тестов; 

лиофилизированные гранулы экстракта из 200 здоровых клубней картофеля, содержащих 103–104 и 104-106 клеток биовара 2 Ralstonia solanacearum (например, штамм NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) в качестве положительного контроля для серологических тестов и теста PCR. Поскольку лиофилизация подавляет жизнеспособность клеток, они не могут быть использованы в качестве стандартного контроля для тестов по изоляции или биологических тестов; 

суспензии, зафиксированные формалином Ralstonia solanacearum биовара 2 (штамм NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857), имеющие концентрацию 106 клеток/мл, в качестве положительного контроля для серологических тестов.  

B. Приготовление положительных и отрицательных контролей для быстрого проведения тестов на выявление PCR/IF и FISH, осуществляемых на картофельных конусах 

Готовится 48-часовая культура из вирулентного штамма Ralstonia solanacearum биовара 2 расы 3 (например, штамм NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) на общей среде SMSA и делается суспензия в фосфатном буфере 10 mM для получения клеточной плотности около 2 × 108 UFC на мл. Это, в основном, получают из слегка мутной суспензии, имеющей оптическую плотность 0,15-600 nm. 

Извлекаются конусы от 200 клубней картофеля сорта с белой кожурой, известного как неинфицированный  Ralstonia solanacearum. 

Конусы обрабатываются по обычному методу и осадок ресуспендируется в 10 мл. 

Готовят 10 стерильных микропробирок на 1,5 мл с 900 µl ресуспендированного осадка. 

Переводится 100 µl суспензии Ralstonia solanacearum в первую микропробирку и гомогенизируется встряхиванием. 

Готовятся десятичные разбавления в следующие пять микропробирок. 

Эти шесть зараженных микропробирок будут использоваться в качестве положительного контроля. Четыре неинфицированных микропробирки будут использоваться в качестве отрицательного контроля. На микропробирки наносятся соответствующие этикетки. 

Готовят аликвоты по 100 µl в стерильных микропробирках на 1,5 мл, чтобы получить по девять копий для каждой контрольной пробы. Хранятся при температуре от –16 до –24 °C до момента использования. 

Наличие и концентрацию клеток Ralstonia solanacearum в контрольных пробах необходимо подтвердить, в первую очередь, тестом IF. 

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 и FISH уровень выявления клеток Ralstonia solanacearum должен составлять не менее 106 и 104 клеток/мл в положительных контрольных пробах и совершенно отсутствовать в отрицательных контрольных пробах. 

Приложение D
 к приложению №2 к Мерам по контролю 
бактерии Ralstonia  solanacearum  (Smith) 
Yabuuchi et al. в Республике Молдова
Буферные растворы для процедур тестирования 

Стерильные буферные растворы, находящиеся в закрытом состоянии, могут храниться не более одного года. 

1. Буферные растворы для процедуры экстракции 
1.1. Буфер для экстракции (фосфатный буфер 50 mM, pH 7,0)

Указанный буфер используется для экстракции бактерий из тканей растения, путем гомогенизации или встряхивания.

Na2HPO4



- 4,26 г 

KH2PO4 



- 2,72 г
Дистиллированная вода 
- 1,00 л 

Ингредиенты растворяются, проверяются на pH и стерилизуются в автоклаве в течение 15 минут при 121 °C.

Использование следующих допольнительных соединений может быть полезными:






Использование 

Количество (на л)

Хлопья  Lubrol



Дефлокулянт(*)


0,5 г

Силикон с пеногасителем с DC

Пеногаситель (*)


1,0 мл
Пирофосфат тетранатриевый

Антиоксидант


1,0 г

Поливинилпиролидон 


Связывание ингибиторов 
-40 000 (PVP-40) 



для PCR



50 г 
(*)Использовать с методом экстракции через гомогенизацию.

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

Указанный буфер используется для восстановления суспензии и разбавления экстрактов столонов клубней картофеля, концентрированных центрифугированием.

Na2HPO4-12H2O 


-
2,7 г 

NaH2PO4-2H2O 


-
0,4 г 

Дистиллированная вода 
-
1,0 л 

Ингредиенты растворяются, проверяются на pH и стерилизуются в автоклаве в течение 15 минут при 121 °C.

2. Буферные растворы  для тестов на иммунофлуоресценцию

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

Указанный буфер используется для разбавления антител. 

Na2HPO4.12H2O 


-
2,7 г
NaH2PO4.2H2O 


-
0,4 г 

NaCl 




-
8,0 г
Дистиллированная вода 
-
1,0 л
Ингредиенты растворяются, проверяются на pH и стерилизуются 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 лунках планшетов IF для увеличения флуоресценции. 

Na2HPO4.12H2O 


-
3,2 г 

NaH2PO4.2H2O 


-
0,15 г
Глицерин 



-
50 мл 

Дистиллированная вода 
-
100 мл 

Закрепляющие растворы против окрашивания можно приобрести в торговой сети, например, Vectashield (Vector Laboratories) или Citifluor (Leica). 

3. Буферные растворы для непрямого теста ELISA 

3.1. Буфер для покрытия двойной концентрации, pH 9,6 

Na2CO3 



-
6,36 г
NaHCO3



-
11,72 г 

Дистиллированная вода
-
1,00 л
Ингредиенты растворяются, проверяются на pH и стерилизуются в автоклаве в течение 15 минут при 121 °C. 

Может быть добавлен сульфит натрия (0,2 %) как антиоксидант, препятствующий образованию окисленных ароматических соединений. 
3.2. 10 x фосфатно-солевой буфер (PBS), pH 7,4 

NaCl 




-
80,0 г 

KH2PO4 



-
2,0 г 

Na2HPO4.12H2O 


- 29,0 г 

KCl 




- 2,0 г 

Дистиллированная вода 
- 1,0 л 

3.3.PBS-Tween

10 x PBS 



- 100 мл 

10% Tween 20 


- 5 мл 

Дистиллированная вода 
- 895 мл 

3.4. Блокирующий буфер (антитела) (свежеприготовленный) 

10 x PBS 





- 10,0 мл 

поливинилпирролидон  44000 (PVP-44) 
- 2,0 г
10% Tween 20 




- 0,5 мл 

Сухое молоко




- 0,5 г
Дистиллированная вода до 


- 100 мл 

3.5. Субстратный раствор щелочной фосфатазы, pH 9,8 

Диетаноламин  




-  97 мл 

Дистиллированная вода 


-  800 мл 

Смешивают и доводят до pH 9,8 концентрированной серной кислотой (HCl). 

Добавляют дистиллированную воду до 1 литра. 

Добавляют 0,2 г MgCl. 

Растворяют две таблетки по 5 мг субстрата фосфатазы (Sigma) на 15 мл раствора. 

4. Буфера для теста DASI ELISA 

4.1. Буфер для покрытия двойной концентрации, pH 9,6 

Na2CO3 





- 1,59 г 

NaHCO3 





-  2,93 г 

Дистиллированная вода


-  1000 мл 

Растворяются ингредиенты  и проверяется pH. 

4.2.10 x фосфатно-солевой буфер (PBS), pH 7,2-7,4 

NaCl 






- 80,0 г 

NaH2PO4.2H2O 




- 4,0 г 

Na2HPO4.12H2O 




- 27,0 г 

Дистиллированная вода 


- 1000 мл 

4.3. PBS-Tween 

10 x PBS 





- 50 мл 

10% Tween 20 



 
- 5 мл 

Дистиллированная вода 


- 950 мл 

4.4. Субстратный буфер, pH 9,8 

Диетаноламин  




- 100 мл 

Дистиллированная вода


- 900 мл 

Смешивают и доводят до pH 9,8 концентрированной серной кислотой (HCl). 
Приложение Е
 к приложению №2 к Мерам по контролю 
бактерии Ralstonia  solanacearum  (Smith) 
Yabuuchi et al. в Республике Молдова
Определение степени инфицирования 

при  проведении тестов  IF и FISH

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

2. Рассчитывается количество характерных флуоресцентных клеток в ячейке предметного стекла микроскопа (C). 

C = c x S/s, где: S = площадь (S) ячейки планшета с множественными ячейками, и  

s = площадь(s) поля объектива микроскопа 

s = πi2/42K2

где: 

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

K = коэффициент пробирки (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 в восстановленной суспензии (N). 

N = C x 1000/y x F, 

где: y = объем концентрированного экстракта восстановленной суспензии в каждой ячейке, и 

F = коэффициент разбавления концентрированного экстракта восстановленной суспензии.

Приложение F
 к приложению №2 к Мерам по контролю 
бактерии Ralstonia  solanacearum  (Smith)
                                        Yabuuchi et al. в Республике Молдова
Валидированные протоколы PCR и реактивы

Предварительные тесты должны обеспечить воспроизводимое выявление не менее 10 3-10 4 клеток  Ralstonia solanacearum на мл экстракта образца.

Также предварительные тесты не должны давать ни одного неверного положительного результата для ряда селективных бактериальных штаммов (см. приложение С к приложению №2 к настоящим Мерам). 

1. Протокол PCR Seal et al. (1993) 

1.1. Праймеры олигонуклеотидов

Праймер прямой OLI-1    5'-GGG GGT AGC TTG CTACCT GCC-3' 

Праймер обратный  Y-2   5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG 
                                            AGT-3' 

Предусмотренный размер ампликона ДНК-цели Ralstonia solanacearum = 288 bp

1.2. Смесь реактивов для PCR 

	Реактив
	Количество для реакции
	Конечная концентрация

	Стерильная особо чистая вода
	17,65 µl 
	

	Буфер PCR x 10 (1)

 (15 mM MgCl2)
	2,5 µl 
	1 x (1,5 mM MgCl2)



	Смесь dNTP (20 mM) 
	0,25 µl 
	0,2 mM 

	Праймер OLI-1 (20 µM)
	1,25 µl
	1 µM 

	Праймер Y-2 (20 µM) 
	1,25 µl
	1 µM 

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

	Объем ДНК, извлеченный из пробы  
	2,0 µl 
	

	Общий объем
	25 µl 
	


(*) Метод был утвержден с полимеразой Taq PerkinElmer (AmpliTaq) и Gibco BRL. 

1.3. Условия для реакции PCR 

Проводят следующую процедуру: 

1 цикл:
а) 2 минут при 960C: денатурация матрицы ДНК 

35 циклов:
b) 20 секунд при 940C: денатурация матрицы ДНК 

 

с) 20 секунд при 680C: гибридизация с праймерами 

 

d) 30 секунд при 720C: растягивание ДНК 

1 цикл:
e) 10 минут при 720C (конечное растягивание) 

                    f) выдерживают при 40C. 

Эта программа была усовершенствована для использования с термоциклером PerkinElmer 9600. Возможно, потребуется изменить продолжительность циклов b), c) и d) для использования с другими моделями термоциклера. 

1.4. Анализ энзиматической рестрикции ампликона
Фрагменты ДНК Ralstonia solanacearum, амплифицированные посредством PCR, производят отчетливый полиморфизм длин фрагментов рестрикции после инкубации при  370C с энзимом Ava II. 

2. Протокол  PCR Pastrik & Maiss (2000) 
2.1. Сегмент олигонуклеотидов праймеров 

Праймер прямой Ps-1 

5'-AGT CGA ACG GCA GCG GGG G-3' 

Праймер обратный Ps-2 
5'-GGG GAT TTC ACA TCG GTC TTG 
                                                   CA-3' 

Предусмотренная длина ампликона ДНК-цели Ralstonia solanacearum = 553 bp. 

2.2. Смесь реактивов для PCR 

	Реактив
	Количество для реакции
	Конечная концентрация

	Стерильная особо чистая вода
	16,025 µl
	

	Буфер PCR x10(*)
	2,5 µl 
	1 x(1,5 mM MgCl2)

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

	Смесь dNTP (20 mM) 
	0,125 µl
	0,1 mM

	Праймер Ps-1 (10 µM) 
	0,5 µl
	0,2 µM 

	Праймер Ps-2 (10 µM) 
	0,5 µl
	0,2 µM 

	Полимераза Taq (5 U/ µ1 (*)
	0,1 µl 
	0,5 U 

	Объем ДНК, извлеченный из пробы  
	5,0 µl
	

	Общий объем
	25,0 µl
	


(*) Методы валидированы с полимеразой Taq PerkinElmer (AmpliTaq) и Gibco BRL. 

Примечание. Полимераза Taq PerkinElmer первоначально усовершенствована для термоциклера MJ Research PTC 200 с Taq Gibco-полимеразой. 

AmpliTaq PerkinElmer и буфер могут также использоваться с теми же концентрациями. 

2.3. Условия для реакции PCR 

Проводят следующие работы: 

1 цикл:
 а) 
5 минут при 950C: денатурация матрицы ДНК 

35 циклов:
b) 
30 секунд при 950C: денатурация матрицы ДНК 

 

c) 
30 секунд при 680C: гибридизация с праймерами

 

d) 
45 секунд при 720C: растягивание ДНК

1 цикл:
e) 
5 минут при 720C (конечное растягивание) 

 

f) 
Выдерживают при 40C. 

Примечание. Эта программа была усовершенствована для использования с термоциклером MJ Research PTC 200. Возможно, потребуется изменить продолжительность циклов b), c) и d) для использования с другими моделями термоциклера. 

2.4. Анализ энзиматической рестрикции ампликона
Фрагменты ДНК Ralstonia solanacearum,  амплифицированные посредством  PCR, производят отчетливый полиморфизм длин фрагментов рестрикции после инкубации при  650C с энзимом Taq I в течение 30 минут. Длина фрагментов рестрикции, полученных из специфического фрагмента ДНК Ralstonia solanacearum = 457 bp и 96 bp. 

3. Протокол мультиплекс PCR и с внутренним контролем PCR (Pastrik et al., 2002) 
3.1. Сегмент олигонуклеотидов праймеров

Прямой праймер Rs-1-F
5'-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3' 

Обратный праймер Rs-1-R
5'-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3' 

Прямой праймер Ns-5-F
5'-AAC TTAAAG GAATTG ACG GAA G-3' 

Обратный праймер Ns-6-R
5'-GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC-3' 

Предусмотренный размер ампликона ДНК-цели Ralstonia solanacearum = 718 bp (при наличии набора праймеров Rs) 

Предусмотренный размер ампликона внутреннего контроля PCR 18S ARNr = 310 bp (при наличии набора праймеров Ns) 

3.2. Смесь реактивов для PCR

	Реактив
	Количество для реакции
	Конечная концентрация

	Стерильная особо чистая вода 
	12,625 µl 
	

	Буфер PCR x 10(1)

 (1,5 mM MgCl2
	2,5 µl
	1 x(1,5 mM MgCl2)

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

	Смесь dNTP (20 mM) 
	0,125 µl  
	0,1 µM 

	Праймер Rs-1-F (10 µM) 
	2,0 µl 
	0,8 µM

	Праймер Rs-1-R (10 µM) 
	2,0 µl 
	0,8 µM

	Праймер Ns-5-F (10 µM) (2 )
	0,15 µl
	0,06 µM

	Праймер Ns-6-R (10 uM)(2)
	0,15 µl
	0,06 µM

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

	Объем ДНК, извлеченный из пробы  
	5,0 µl 
	

	Общий объем
	25,0 µl 
	


(1) Методы валидированы с полимеразой Taq PerkinElmer (AmpliTaq) и Gibco BRL. 

(2) Концентрации праймеров Ns-5-F şi Ns-6-R были оптимизированы для экстракции конусов столонов картофеля, с использованием метода гомогенизации и очищения ДНК по Pastrik (2000) (см. подпункт а) пункта 6.1 части А раздела VI). Возможно  возникнет необходимость новой оптимизации концентрации реактивов, в случае экстракции методом встряхивания или другими методами изоляции ДНК. 
3.3. Условия для реакции PCR

Проводятся следующие работы: 

1 цикл: 
a)
5 минут при 950C: денатурация матрицы ДНК 

35 циклов:
b)
30 секунд при 950C: денатурация матрицы
                              ДНК 

 

c)
30 секунд при 580C: гибридизация с 
                              праймерами 

 

d)
45 секунд при 720C: растягивание ДНК

1 цикл:
e)
5 минут при 720C (конечное растягивание) 

 

f)
Выдерживают при 40C. 

Примечание. Эта программа была усовершенствована для использования с термоциклером MJ Research PTC 200. Возможно, потребуется изменить продолжительность циклов b), c) и d) для использования с другими моделями термоциклера. 

3.4. Анализ энзиматической рестрикции ампликона
Фрагменты ДНК Ralstonia solanacearum, амплифицированные посредством  PCR, производят отчетливый полиморфизм длин фрагментов рестрикции после инкубации при 650C с энзимом Bsm I или с изошизомерами (например, Mva 1269 I) в течение 30 минут. 

4. Протокол PCR, характерный для биовара Ralstonia solanacearum (Pastrik et al., 2001) 

4.1. Сегмент олигонуклеотидов праймеров 

Прямой праймер Rs-1-F
5'-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3' 

Обратный праймер Rs-1-R
 5'-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3' 

Обратный праймер Rs-3-R
 5'-TTC ACG GCA AGA TCG CTC-3' 

Предусмотренная длина ампликона ДНК-цели Ralstonia solanacearum: 

с Rs-1-F/Rs-1-R = 718 bp 

с Rs-1-F/Rs-3-R = 716 bp. 

4.2. Смесь реактивов для PCR

a) PCR характерный для биовара 1/2 

	Реактив
	Количество для реакции
	Конечная концентрация

	Стерильная особо чистая вода
	12,925 µl 
	

	Буфер PCR x10(*)
	2,5 µl 
	1 x (1,5 mM MgCl2) 

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

	Смесь dNTP (20 mM) 
	0,125 µl 
	0,1 mM 

	Праймер Rs-1-F (10 uM) 
	2 µl
	0,8 µM 

	Праймер Rs-1-R(10 uM)
	2 µl
	0,8 µM 

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

	Объем ДНК, извлеченный из пробы  
	5,0 µl 
	

	Общий объем
	25,0 µl 
	


(*) Методы валидированы с полимеразой Taq PerkinElmer (AmpliTaq) и Gibco BRL. 
b) PCR, характерный для биовара 3/4/5 

	Реактив
	Количество для реакции
	Конечная концентрация

	Стерильная особо чистая вода
	14,925 µl 
	

	Буфер PCR x10 (*)


	2,5 µl 
	1 x(1,5 mM Mg Cl2) 



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

	Смесь dNTP (20 mM) 
	0,125 µl 
	0,1 мM 

	Праймер Rs-1-F (10 M)
	1 µl
	0,4 мM 

	Праймер Rs-3-R (10 M)
	1 µl
	0,4 мM 

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

	Объем ДНК, извлеченный из пробы  
	5,0 µl 
	

	Общий объем
	25,0 µl 
	


(*) Методы валидированы с полимеразой Taq PerkinElmer (AmpliTaq) и Gibco BRL.

4.3. Условия для реакции PCR

Проводят нижеописанную процедуру для реакций, специфических биовару 1/2 и биовару 3/4/5: 

1 цикл:
a) 5 минут при 950C:  денатурация матрицы ДНК 

35 циклов:
b) 30 секунд при 950C:  денатурация матрицы ДНК 

 

c) 30 секунд при 580C:  гибридизация с праймерами

 

d) 45 секунд при 720C:  растягивание ДНК

1 цикл:
e)   5 минут при 720C (конечное растягивание) 

 

f)  Выдерживают при 40C. 

Примечание: Эта программа была усовершенствована для использования с термоциклером MJ Research PTC 200. Возможно потребуется изменить продолжительность циклов b), c) и d)  для использования с другими моделями термоциклера. 
4.4. Анализ энзиматической рестрикции ампликона 

Продукты ДНК Ralstonia solanacearum, амплифицированные посредством PCR, используя праймеры Rs-1-F и Rs-1-R, производят отчетливый полиморфизм длин фрагментов рестрикции после инкубации при  650C с энзимом Bsm I или с изошизомером (например, Mva 1269 I) в течение 30 минут. Продукты ДНК Ralstonia solanacearum, амплифицированные посредством PCR, используя праймеры Rs-1-F и Rs-3-R, не имеют точек рестрикции. 

5. Приготовление буфера заполнения

5.1. Голубой бромфенол (10 % раствор) 

Голубой бромфенол


5 г
Дистиллированная вода (bidest) 
50 мл

 

5.2. Буфер заполнения

Глицерин (86 %) 



3,5 мл
Голубой бромфенол (5,1) 

300 μl

Дистиллированная вода (bidest) 
6,2 мл 

6. 10x буфер EDTA (TAE) триацетат, pH 8,0

Буфер TRIS 



48,40 г 

Уксусная кислота ледяная

11,42 мл
EDTA (соль Disodium) 


3,72 г 

Дистиллированная вода 

1,00 л
Перед использованием разбавляется до 1 x. 

Данный буфер также можно приобрести в торговой сети (например, Invitrogen или его эквивалент). 

Приложение G
 к приложению №2 к Мерам по контролю 
бактерии Ralstonia  solanacearum  (Smith) 
                                   Yabuuchi et al. в Республике Молдова 
Валидированные реактивы для теста FISH

1. Олигозонды

Зонд OLI-1-CY3, специфический для Ralstonia solanacearum: 5-GGC AGG TAG CAA GCT ACC CCC-3' 

Зонд для эубактерий EUB-338-FITC неспецифический: 5'-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3' 

2. Раствор для фиксации

Внимание! Фиксирующий раствор содержит параформальдегид, который является токсичным: необходимо  работать в перчатках и не вдыхать. Рекомендуется использовать для работы химический колпак. 

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

Доводится до pH 7,0 прибавлением 1 мл фосфатного буфера 0,1 M (PB при pH 7,0) и 5 капель HC1 1N. Проверяется pH при помощи полосок индикатора и, при необходимости, доводится до нужной величины с HCl или NaOH. 

Внимание! pH-метр не используют в растворах, содержащих параформальдегид. 

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

3. Hibmix3x 

NaCl 








-
2,7 M 

Tris/HCl 







- 60 mM (pH 7,4) 

EDTA (стерилизованный фильтрованием в автоклаве) -
15mM 

Разбавляется до 1x, при необходимости. 

4. Раствор для гибридизации

Hibmix 1 x 

Додецилсульфат натрия (SDS) 

-
0,01% 

Формамид 





-
30% 

Зонд EUB 338 




-
5 ng/µl

Зонд OLI-1 или OLI-2 



-
5 ng/µl

Готовятся необходимые количества растворов для гибридизации в соответствии с рекомендациями таблицы. Для каждого планшета (который содержит по две разные дублирующие пробы) необходимо 90 μl раствора для гибридизации. 

Важно: Формамид  очень токсичен. Поэтому необходимо работать в перчатках и принять необходимые меры безопасности! 

Таблица. Рекомендуемые  количества для приготовления раствора гибридизации

	Количество планшетов 
	1
	4
	6
	8
	10 



	Стерильная особо чистая вода
	23,1
	92,4
	138,6
	184,8
	231,0 

	Hibmix 3X
	30,0
	120,0
	180,0
	240,0
	300,0 

	Додецилсульфат натрия (SDS) 1%
	0,9
	3,6
	5,4
	7,2
	9,0 

	Формамид
	27,0
	108,0
	162,0
	216,0
	270,0 

	Зонд EUB 338 (100 ng/ µl) 
	4,5
	18,0
	27,0
	36,0
	45,0 

	Зонд OLI-1 или OLI-2 (100 ng/µl) 
	4,5
	18,0
	27,0
	36,0
	45,0 

	Общий объем (µl) 
	90,0
	360,0
	540,0
	720,0
	900,0 


Примечание. Все растворы, содержащие чувствительные к свету олигозонды хранятся в темном месте при температуре – 200C. Во время использования предохраняются от прямых лучей солнца или прямого электрического света.

5. Фосфатный буфер 0,1 M, pH 7,0 

Na2HPO4 


  -
8,52 г
KH2PO4 


  -
5,44 г 

Дистиллированная вода -
1,00 л 

Ингредиенты растворяются, проверяются на pH и стерилизуются в  автоклаве при 1210C в течение 15 минут. 

Приложение H
 к приложению №2 к Мерам по контролю 
бактерии Ralstonia  solanacearum  (Smith) 
Yabuuchi et al. в Республике Молдова
Условия выращивания для баклажанов и томатов 
Высевают семена томатов (Lycopersicon esculentum) и баклажанов (Solanum melongena) в пастеризованный грунт для теплицы. Когда семядоли полностью развиты (10-14 дней), рассаду пересаживают в пастеризованный грунт для цветов.

Баклажаны или томаты необходимо выращивать в теплице перед инокуляцией, соблюдая следующие условия среды:  

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

Температура:


днем 
21-24 °C 

ночью  
                             14-180C 

Чувствительная разновидность томатов: «Moneymaker» 

Чувствительная разновидность баклажанов: «Black Beauty» 

Приложение № 3

к Мерам по контролю  бактерии 
Ralstonia solanacearum  (Smith) Yabuuchi  
et al. в Республике Молдова 
1. Во всех случаях подозрительного появления, для которых был выявлен положительный результат теста или тестов на выявление, в соответствии с методами, предусмотренными в приложении №2 к настоящим Мерам, для посадочного материала и во всех других случаях, для которых ожидается подтверждение или опровержение, необходимо хранить и законсервировать в соответствующих условиях: 

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

b) любой остаточный экстракт и приготовленный дополнительный материал для теста или тестов на выявление, например, планшеты, приготовленные для теста на иммунофлуоресценцию; 

c) любую соответствующую документацию до завершения соответствующих процедур. 

Хранение клубней позволяет проводить, при необходимости, тестирование сорта.  

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

a) материал, указанный в пункте 1; 

b) образец томатов или баклажанов, инфицированный путем инокуляции экстрактом клубней или растений, при необходимости; и 

c) изолированную культуру организма в течение не менее месяца после процедуры нотификации, предусмотренной подпунктом 4 пункта 11 настоящих Мер. 
Приложение № 4
к Мерам по контролю бактерии 
ralstonia solanacearum  (Smith) Yabuuchi 
et al. в Республике Молдова 
1. Элементы исследования, указанные в литере а) подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер, если в нем есть необходимость, предусматривают:

1) места производства: 

a) где выращивают или выращивался картофель, клонально  родственный с картофелем, у которого было выявлено заражение данным организмом; 

b) где выращивают или выращивались томаты из того же источника, что и томаты,  признанные зараженными данным организмом; 

c) где  выращивают или выращивались картофель или томаты, которые были подвергнуты официальному контролю из-за предполагаемого появления организма; 

d) где выращивают или выращивался картофель, клонально родственный с картофелем, который выращивался в производственных местах, идентифицированных как зараженные данным организмом; 

e) где выращивают картофель и томаты, расположенные вблизи зараженных производственных мест, включающие места производства, использующие производственное оснащение и оборудование напрямую или посредством общего подрядчика; 

f) которые используют для орошения и опрыскивания поверхностную воду из любого источника, в отношении  которого есть подтверждение или подозрение на заражение данным организмом; 

g) которые  используют для орошения и опрыскивания поверхностную воду из источника общего пользования с местами производства, в которых подтверждено или подозревается заражение данным организмом; 

h) которые являются или были затоплены поверхностной водой, подтвержденной или с подозрением на заражение данным организмом;  

2) поверхностные воды, используемые для орошения или опрыскивания или которые затопили одно или несколько полей или мест производства, подтвержденных как  зараженные  данным организмом.

Приложение № 5 

к Мерам по контролю бактерии

Ralstonia solanacearum (Smith) 

Yabuuchi et al. в Республике Молдова 
1.Элементы, которые необходимо  принимать во внимание при определении степени вероятного заражения в соответствии с литерой е) подпункта 1) пункта 11 и литерой с) подпункта 3) настоящих Мер:
а) посадочный материал, выращенный в месте производства, признанном зараженным в соответствии с литерами b), c) и d) подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер;

b) производственные места, которые имеют связь с посадочным материалом, признанным  зараженным в соответствии с литерами b), c) и d)  подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер, в том числе те, которые используют снаряжение и оборудование для производства  напрямую  или через общего подрядчика;

c) перечисленный растительный материал или материал, который находился в данных местах производства в период, когда посадочный материал, признанный зараженным в соответствии с литерами b), c) и d)  подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер, находился на месте производства, указанном в подпункте  b)  настоящего пункта;

d) помещения, в которых осуществляется манипулирование с посадочным материалом, происходящим из мест производства, указанных в подпунктах а), b) и c) настоящего пункта;

е) любое оборудование, транспортное средство, контейнер, хранилище или другие их части и любой другой объект, включая упаковку, которые были в контакте с посадочным материалом, признанным зараженным в соответствии с литерами b), c) и d) подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер;

f) любой посадочный материал, хранящийся в рамках или в контакте с любыми из структур или объектов, перечисленных в предыдущем абзаце, до их очистки и дезинфекции;

g) в результате исследования и тестирования в соответствии с литерой а) подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер, в случае картофеля, клубни или растения с родственной второстепенной или родительской клональной связью, а для томатов – те же растения из тех же источников, что и посадочный материал, признанный  зараженным в соответствии с литерами b), c) и d) подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер, для которых появляется вероятность заражения через клональную связь, хотя результаты тестирования по поводу присутствия организма могут быть отрицательными. Тестирование сорта может осуществляться для проверки подтверждения подлинности зараженных клубней или растений и их клональной связи;

h) место или места производства посадочного материала, указанные в литере g) настоящего пункта;

i) место или места производства посадочного материала, которые используют для орошения или опрыскивания воду, которая была признана зараженной в соответствис с литерой b)  подпункта 3) пункта 11 настоящих Мер, посадочный материал, производимый на полях, затопленных поверхностной водой, признанной зараженной.
2. Элементы, которые должны приниматься во внимание при определении возможного распространения в соответствии с литерой f) подпункта 1) и литерой c) подпункта 3) пункта 11 настоящих Мер включают:

1) в случаях, указанных в  литере f)  подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер;

а) соседство с другими местами производства, где выращивается посадочный материал;

b) производство и совместное использование  запасов семенного картофеля;

c) места производства, которые используют поверхностную воду для орошения или опрыскивания посадочного материала, в случаях, когда существует или существовал риск утечки или затопления с поверхностной водой из одного или нескольких мест производства, признанных зараженными в соответствии с литерами b), c) и d) подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер;

2) в случаях, когда поверхностная вода была признана зараженной в соответствии с литерой b) подпункта 3) пункта 11 настоящих Мер:

а) соседние место или места производства, которые производят посадочный материал или находятся под угрозой затопления поверхностной водой,  признанной  зараженной;

b) любой разграниченный бассейн для орошения, который связан с поверхностной водой, признанной зараженной;

c) водные поверхности, связанные с поверхностной водой, признанной  зараженной, учитывается следующее:

направление и уровень дебита воды, признанной  зараженной;

наличие диких пасленовых растений-хозяев.

3. Информация, предусмотренная в пункте 11 настоящих Мер, включает:

1) сразу после подтверждения присутствия организма лабораторными тестами, выполненными в соответствии с методами, изложенными в приложении № 2 к настоящим Мерам, как минимум:

- для картофеля:

а) наименование сорта партии;

b) тип (для продовольствия, на семена и т.д.) и, при необходимости, категория семенного картофеля;
- для  растений томатов:

а) наименование сорта партии и, при необходимости, категория;

2) без ущерба для  требования  об уведомлении о появлении подозрения в соответствии с пунктом 11 настоящих Мер, в случае, когда подтверждено появление организма, если есть риск заражения посадочного материала, орган фитосанитарного контроля немедленно информирует центральный публичный орган в области сельского хозяйства и аналогичные органы соседних и других заинтересованных государств о  следующем:

а) наименование сорта партии картофеля или томатов;

b) наименование и адрес грузоотправителя и грузополучателя;

c) дата отправки партии картофеля или томатов;

d) размер отправленной  партии картофеля или томатов;

e) при  необходимости, копия фитосанитарного паспорта или хотя бы регистрационный номер производителя или продавца и копия  накладной об отправке.

4. Дополнительные подробности информирования, предусмотренного в подпункте 4) пункта 11 настоящих Мер, включают, после завершения всех исследований, для каждого конкретного случая:

а) дату, когда было подтверждено заражение;

b) краткое описание проведенных исследований для определения источника и возможного распространения заражения, с указанием интенсивности отбора проб;

c) сведения о выявленном или подозреваемом источнике/источниках заражения;

d) подробности распространения признанного заражения, включая число производственных мест, для картофеля – число партий с указанием сорта, а в случае семенного картофеля - категории;

e) сведения об ограниченной зоне, в том числе количестве производственных мест, не признанных  зараженными, но включеных в зону;

f) сведения о воде, признанной зараженной, в том числе наименование, место нахождения воды и степень распространения/запрет на орошение;

g) для любой транспортной единицы или партии растений томатов, признанной зараженной, – фитосанитарный сертификат, номер фитосанитарного паспорта;

h) любая другая информация, которую центральный публичный  орган в области сельского хозяйства требует в отношении  подтвержденного очага или очагов.

Приложение № 6

к Мерам по контролю бактерии

Ralstonia solanacearum (Smith) 

Yabuuchi et al. в Республике Молдова 

1. Положения пункта 13 настоящих Мер относятся к:

а) использованию клубней картофеля в корм для животных после термической обработки,  чтобы не было никакого риска для выживания организма; или

b) удалению отходов в отведенное место для уничтожения, где не существует никакого идентифицированного риска распространения организма в окружающей среде, например, путем инфильтрации в сельскохозяйственные земли, или при контакте с водными источниками, которые могут быть использованы для орошения сельскохозяйственных земель; или

c) сжиганию, или

d) промышленная переработка с прямой и непосредственной доставкой на завод по переработке, который имеет сооружения по удалению отходов, если установлено, что не присутствует никакого идентифицированного риска распространения организма и имеется система,  которая способствует очистке и дезинфекции, по крайней мере, транспортных средств, которые выезжают с завода; или

е) другие меры, в случае, когда установлено, что не существует ни одного идентифицированного риска распространения организма.
Все попутные отходы и отходы, получаемые в результате указанных выше операций, удаляются методами в соответствии с приложением № 7 к настоящим Мерам.

2. Надлежащее использование или  удаление посадочного материала, указанного в пункте 13 настоящих Мер, предусматривает, что под контролем органа фитосанитарного контроля картофель подлежит упаковке или переработке в сооружениях по удалению данных  отходов:

1) для клубней картофеля:

а) использование их в качестве картофеля для потребления в готовом упакованном виде для поставок и прямого использования, без переупаковки, в месте, располагающем соответствующим оборудованием для удаления отходов.

Картофель, предназначенный для высадки,  может обрабатываться в том же месте, только если манипуляции с ним производятся  отдельно или после его  очистки и дезинфекции, или

b) их использование в качестве продовольственного картофеля, предназначенного для промышленной переработки после прямой и непосредственной доставки на завод по переработке, который имеет соответствующее оборудование по удалению отходов, а также систему,  позволяющую осуществлять очистку и дезинфекцию, по крайней мере, транспортных средств, которые  выезжают с завода; или

c) иной способ использования или удаления, если установлено, что нет никакого идентифицированного риска распространения организма;

2) для других частей растений, включая остатки стволов и листья:

а) уничтожение, или

b) иной способ утилизации или удаления, если установлено, что нет никакого идентифицированного риска распространения организма.

3. Соответствующими методами обеззараживания объектов, предусмотренными в пункте 14 настоящих Мер, являются очищение и, при необходимости, дезинфекция, таким образом, чтобы не существовало ни одного идентифицированного риска распространения организма. Данные методы применяются под официальным контролем.

4. Меры, которые должны применяться в приграничной зоне (зонах), установленные  в соответствии с литерой f) подпункта 1) и литерой с) подпункта 3) пункта 11 и указанные  в пункте 15 настоящих Мер, включают:

4.1. В случае, когда производственные места на основе части (3) статьи 9  Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 года были определены как зараженные в соответствии с литерами b), c) и d) подпункта 1)  пункта 11 настоящих Мер:

в поле или в производственном подразделении  защищенного грунта, признанном  зараженным в соответствии с литерами b), c) и d) подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер:
1) в течение не менее 4 лет выращивания, следующих после признанного заражения:

а) предпринимаются меры по ликвидации спонтанных растений картофеля и томатов, а также других растений-хозяев организма, включая пасленовые сорняки, и

b) не высаживают:

клубни, растения или семена картофеля;

растения и семена томатов,  с учетом биологии организма;

другие растения-хозяева;

растения вида Brassica, для которых существует идентифицированный риск выживания организма;

культуры, для которых существует идентифицированный риск распространения организма;

с) в первой сезон выращивания картофеля или томатов, следующий  после периода, указанного в подпункте 1), и при условии, что участок является свободным от спонтанных растений картофеля и томатов и других растений-хозяева,  в том числе сорняков пасленовых, в ходе официальных инспекций минимум после 2 последовательных лет возделывания перед посадкой;

для картофеля разрешается только производство продовольственного картофеля;

в случае картофеля и томатов, убранные клубни картофеля и растения томатов тестируются, при необходимости, в соответствии с процедурой, описанной в приложении № 2 к настоящим Мерам;

d) в сезоне возделывания картофеля или томатов, который следует за периодом, предусмотренным литерой е), и после адекватного цикла ротации, который должен составлять не менее 2-х лет, высаживается семенной картофель и осуществляются официальные проверки в соответствии с пунктом 4 настоящих Мер; или

2) в течение 5 лет возделывания, которые следуют после года признанного заражения:

а) принимаются меры по ликвидации спонтанных растений картофеля и томатов, а также других растений-хозяев организма, присутствующих спонтанно, включая  пасленовые сорняки, и

b) в течение первые 3-х лет участок должен использоваться как залежь или для выращивания зерновых культур в соответствии с идентифицированным  риском, или как постоянное пастбище. В этом случае часто и коротко выкашивается или используется для  интенсивного выпаса  либо для выращивания трав для производства семян, в последующие 2 года для культивирования  растений, которые не являются растениями-хозяевами организма и для которых не существует идентифицированного риска для выживания или распространения организма;

c) в первый сезон возделывания  картофеля или томатов, который следует после периода, указанного в литере b), и при условии, что участок признан свободным от спонтанных растений картофеля и томатов и других растений-хозяев, в том числе пасленовых сорняков, во время официальных инспекций  в течение не менее 2 лет подряд перед посадкой:

для картофеля – возделывается семенной или  продовольственный картофель;

убранные клубни картофеля или растения томатов тестируются, при необходимости, в соответствии с процедурой, описанной в приложении      № 2 к настоящим Мерам;

3) на всех других участках  зараженных производственных мест и при условии, что орган фитосанитарного контроля уверен в том, что риск, который представляют спонтанные растения картофеля и томатов и других растений-хозяев организма, включая пасленовые сорняки, присутствующие стихийно, был устранен:

а) в год возделывания, следующий за годом признанного заражения:

не высаживается ни один клубень, растения, семена картофеля или другое растение-хозяин организма, или

для клубней картофеля – семенной картофель может высаживаться только в  продовольственных целях;

для растений томатов –  томатная рассада, полученная из семян, которые соответствуют Специальным требованиям к ввозу и перемещению растений, растительных продуктов и других объектов по территории Республики Молдова, утвержденным Постановлением Правительства        № 594 от 2 августа 2001 г., может высаживаться только для производства плодов;

b) на второй год возделывания, который следует за годом признанного заражения:

в случае картофеля – высаживают только сертифицированный семенной картофель или семенной картофель, официально тестированный на наличие бурого бактериоза и выращиваемый под официальным контролем на местах производства, кроме мест, предусмотренных в пункте 4.1 для производства семенного картофеля или для потребления;

 в случае томатов – только рассада томатов, полученная из семян, соответствующих Специальным требованиям к ввозу и перемещению растений, растительных продуктов и других объектов по территории Республики Молдова», утвержденным Постановлением Правительства      № 594 от 2 августа 2011 г., или  в случае вегетативного размножения – растения томатов, производимых из таких семян и выращенных под официальным контролем на местах производства, кроме мест,  указанных в пункте 4.1, может высаживаться с целью производства материала для размножения или для производства плодов;

с) на третий год возделывания, который следует за годом признанного заражения:

для картофеля – высаживается только сертифицированный семенной картофель или выращенный под официальным контролем, происходящий из сертифицированных семян картофеля для производства семенного картофеля или для потребления;

для  томатов –  высаживается только рассада томатов, полученная из семян, которые отвечают условиям, предусмотренным в Специальных требованиях к ввозу и перемещению растений, растительных продуктов и других объектов по территории Республики Молдова, утвержденных Постановлением Правительства № 594 от 2 августа 2011 г., или растения томатов, полученных под официальным контролем от таких растений, предназначенных для производства материала для размножения или производства плодов;

d) в каждый год возделывания, предусмотренный в предыдущих литерах, предпринимаются меры по устранению спонтанных растений картофеля и других растений-хозяев организма и проводятся официальные инспекции культуры в соответствующий период, и на каждом картофельном поле убранный картофель тестируется официально в соответствии с процедурой, описанной в приложении № 2 к настоящим Мерам;

4) сразу после признания заражения в соответствии с буквами  b), c) и d) подпункта 1 пункта 11 настоящих Мер и после первого года возделывания, предусматривается, чтобы:

а) все оборудование и снаряжение для складирования на месте производства, используемое в производстве картофеля или томатов, очищалось и, при необходимости, дезинфицировалось с применением соответствующих методов, предусмотренных в пункте 3 настоящего приложения;

b) тестировалась вода для орошения и опрыскивания для предотвращения распространения организма, если есть необходимость;

c)  на производственном подразделении защищенного грунта, признанном зараженным в соответствии с литерами b), c) и d) подпункта 1)  пункта 11 настоящих Мер, где возможна полная замена питательной смеси:

 не высаживаются ни один клубень, растение или семена картофеля либо других растений-хозяев организма, включая растения и семена томатов, за исключением случая, когда это подразделение подвергалось официальным мерам контроля по уничтожению организма и для удаления всего растительного материала – хозяина организма, в том числе производилась полная замена питательной смеси, очистка и, при необходимости, дезинфекция производства, всего оборудования, и  впоследствии, было предоставлено разрешение органа фитосанитарного контроля на производство картофеля или томатов; и

продукция картофеля должна происходить от сертифицированного семенного картофеля или из миниклубней или микрорастений, получаемых от тестированных источников;

продукция томатов должна происходить от семян, соответствующих Специальным требованиям к ввозу и перемещению растений, растительных продуктов и других объектов по территории Республики Молдова, утвержденным Постановлением Правительства № 594 от 2 августа 2011 г., или в случае вегетативного размножения из рассады томатов, происходящей из семян, выращенных под официальным контролем;

осуществляется тестирование воды для орошения и опрыскивания, в том числе приостанавливается их проведение для предотвращения распространения организма, если  это необходимо.

4.2. Без ущерба для мер, описанных в пункте 4.1, орган фитосанитарного контроля  в периметре ограниченной зоны:

1) сразу после признанного заражения удостоверяется, что все оборудование и снаряжение  из таких мест, предназначенное для складирования и используемое в производстве картофеля или томатов, очищается и дезинфицируется должным образом в соответствии с методами, указанными в пункте 3 настоящего приложения;

2) сразу после признания заражения и в течение  не менее 3 лет возделывания, в случае, когда  зона ограничения была определена в соответствии с буквой  f)  подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер:

а) обеспечивается надзор со стороны органа фитосанитарного контроля мест возделывания, хранения или манипуляции клубней картофеля или томатов, совместно с местами, где работает оборудование для обработки картофеля или томатов;

b) требуется посадка только сертифицированных семян или семян, выращенных под официальным контролем, для всех культур картофеля из этой зоны и тестирование после уборки урожая семенного картофеля, выращенного в местах производства, признанных возможно зараженными в соответствии с литерой e) подпункта 1) пункта 11 настоящих Мер;

c) требуется раздельное манипулирование убранных запасов семенного картофеля от запасов, предназначенных для потребления во всех местах данной зоны или внедрение системы очистки и, при  необходимости, дезинфекции между процедурами манипулирования в отношении запасов семенного картофеля и запасов, предназначенных для потребления;

d) рекомендуется посадка только растений томатов, происходящих из семян, которые соответствуют условиям Специальных требований к ввозу и перемещению растений, растительных продуктов и других объектов по территории Республики Молдова, утвержденных  Постановлением Правительства № 594 от 2 августа 2011 г.,  или в случае вегетативного размножения –  из рассады, происходящей из таких семян и выращенной под официальным контролем, для всех культур томатов из соответствующей  зоны;

e) проводятся официальные проверки в соответствии с пунктом 3 настоящих Мер;

3) в случае, когда поверхностная вода была признана зараженной в соответствии с литерой b) подпункта 3) пункта 11 настоящих Мер или включена как элемент возможного распространения организма в соответствии с пунктом 2 приложения № 5 настоящих Мер:

а) проводятся ежегодные инспекции в соответствующие периоды, в том числе отбор проб поверхностной воды и, при необходимости, пасленовых растений-хозяев из соответствующих источников воды, а также тестирование в соответствии с методами, установленными в приложении № 2 к настоящим Мерам, для посадочного материала и для других случаев;

b) осуществляются официальные инспекции за водой для орошения и опрыскивания, в том числе запрет на использование воды, признанной  зараженной,  для орошения и опрыскивания посадочного материала и, при необходимости, других растений-хозяев, чтобы предотвратить распространение организма. Этот запрет может быть пересмотрен на основе полученных результатов годовых проверок и признанные заражения могут быть аннулированы, если орган фитосанитарного контроля уверен в том, что поверхностные воды больше не являются зараженными; 

c) в случае, когда сбрасываемые жидкие отходы являются зараженными, осуществляются официальные инспекции  по удалению  твердых или жидких отходов от предприятий  по промышленной переработке или из  мест упаковки и манипулирования посадочным материалом;

4) при необходимости, устанавливается программа для замены всех запасов семенного картофеля в соответствующий период времени.
       Приложение № 7
к Мерам по контролю бактерии

Ralstonia solanacearum (Smith) 

Yabuuchi et al. в Республике Молдова 

Методы утилизации отходов, утвержденные официально, предусмотренные в пункте 1) приложения № 6 к Мерам по контролю  бактерии Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. в Республике Молдова, должны соответствовать следующим положениям, с тем,  чтобы исключать  любой идентифицируемый риск распространения организма:

1) отходы от картофеля и томатов (в том числе отклоненный картофель, кожура и томаты), а также любые другие твердые отходы, связанные с картофелем и томатами (в том числе почва, камни и другие отходы), удаляются на основе литере g)  части (4) статьи 4  Закона о защите растений и фитосанитарном карантине № 228 от 23 сентября 2010 г.,  либо:

а) переносятся в место для удаления отходов, где нет ни одного идентифицированного риска распространения организма в окружающей среде, например, через фильтрацию на сельскохозяйственные земли или в контакте с источниками воды, которые могут быть использованы для орошения сельскохозяйственных земель. Отходы транспортируются непосредственно к соответствующим местам в изолированных условиях, так,  чтобы  не существовало никакого  риска  их распространения, или

b) сжиганием, или

c) посредством других мер, если было установлено, что не существует никакого идентифицированного риска распространения организма; 
2) жидкие отходы, содержащие взвешенные вещества, перед удалением должны подвергаться фильтрации или осаждению для их устранения. Эти твердые вещества удаляются в соответствии с подпунктом 1);
3) жидкие отходы  в дальнейшем:

а) полностью подогреваются до температуры 600С в течение 30  минут перед их удалением; или

b) удаляются иным образом, с тем чтобы исключить любой идентифицированный риск контактирования отходов с сельскохозяйственными землями или водными источниками, которые могут быть использованы для орошения сельскохозяйственных земель. 

Процедуры, описанные в настоящем приложении, применяются также к отходам, происходящим в результате  манипулирования, удаления и переработки загрязненных партий.

