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(Retsakter hvis offentliggorelse er obligatorisk)

RADETS DIREKTIV 98/57/EF

af 20. juli 1998

om bekampelse af Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

RADET FOR DEN EUROPAISKE UNION HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Euro-
pxiske Fallesskab, serlig artikel 43,

under henvisning til forslag fra Kommissionen ('),
under henvisning til udtalelse fra Europa-Parlamentet (2),

under henvisning til udtalelse fra Det QJkonomiske og
Sociale Udvalg (®), og

ud fra felgende betragtninger:

Skadegoreren Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al. var tidligere kendt som Pseudomonas solanacearum
(Smith) Smith; Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al. bliver sandsynligvis den almindeligt accepterede
betegnelse for skadegareren; dette direktiv ber tage hen-
syn til denne videnskabelige udvikling;

produktionen af kartofler og tomater indtager en vigtig
plads i EF-landbruget; kartoffel- og tomatudbyttet bliver
til stadighed truet af skadegorere;

ved at beskytte kartoffel- og tomatdyrkningen mod
sddanne skadegorere vil ikke alene produktionskapacite-
ten blive bevaret, men landbrugsproduktiviteten vil tillige
blive oget;

beskyttelsesforanstaltninger til at hindre, at der indslzbes
skadegorere pd en medlemsstats omrade, ville kun have
begraenset virkning, hvis sidanne skadegorere ikke samti-
dig blev metodisk bekampet i hele Fellesskabet og hind-
ret i at brede sig;

en af skadegorerne pa kartofler og tomater er Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., som er det pato-

(1) EFT C 124 af 21.4.1997, s. 12, og
EFT C 108 af 7.4.1998, s. 85.

() EFT C 14 af 19.1.1998, s. 34.

() EFT C 206 af 7.7.1997, s. 57.

gene agens, der fordrsager brunbakteriose hos kartofler
og bakterievisnesyge hos kartofler og tomater; sygdoms-
udbrud fordrsaget af dette patogen er forekommet i nogle
dele af Fzllesskabet, og der findes stadig enkelte, begraen-
sede smittekilder;

det vil vaere en betydelig risiko for kartoffel- og tomat-
dyrkningen i hele Fallesskabet, hvis der ikke for disse
afgrader treffes effektive foranstaltninger til at lokalisere
denne skadegerer og fastsld dens udbredelse, sdledes at
man kan hindre dens forekomst og spredning, og hvis
den findes, at forhindre, at den spredes, og at bekempe

den med henblik pa udryddelse;

for at sikre dette ma der treffes en raekke foranstalt-
ninger i Fellesskabet; desuden ber medlemsstaterne om
nedvendigt kunne treffe yderligere eller strengere foran-
staltninger, forudsat at varebevagelserne for kartofler og
tomater i Fzllesskabet ikke hindres ud over, hvad der er
fastsat i Radets direktiv 77/93/EQF af 21. december 1976
om foranstaltninger mod indslebning i Fallesskabet af
skadegorere pa planter eller planteprodukter og mod
deres spredning inden for Fellesskabet (*); sddanne foran-
staltninger skal meddeles de ovrige medlemsstater og
Kommissionen;

i foranstaltningerne ber der tages hensyn til, at systema-
tiske officielle undersogelser er nedvendige for at lokali-
sere patogenet; sddanne undersegelser ber omfatte
inspektionsprocedurer, og da sygdommen under visse
miljemessige omstendigheder kan vere latent uden syn-
lige symptomer sével i kartofler i vakst som i kartoffel-
knolde under lagring, ber foranstaltningerne tillige
omfatte prevetagnings- og testmetoder i relevante til-
felde; patogenets spredning i afgreden i vaekst er ikke
den vigtigste faktor, men patogenet kan spredes med
overfladevand og visse vilde planter af natskyggefamilien,
og vanding af kartofler og tomater med kontamineret
vand lader derfor til at udgere en risiko for kontamine-
ring af sddanne afgrader; patogenet kan ogsd overvintre i
gengroninger af kartofler (spildkartofler) og selvsdede

(*) EFT L 26 af 31.1.1977, s. 20. Direktivet er senest andret ved
Kommissionens direktiv 98/2/EF (EFT L 15 af 21.1.1998,
s. 34).
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tomater, som kan vezre en smittekilde og overfore syg-
dommen fra en vakstseson til den nzste; patogenet
spredes endvidere ved kontaminering af kartofler ved
kontakt med kontaminerede kartofler eller med legge-,
optagnings- og behandlingsmaskiner og -redskaber eller
udstyr, der anvendes til transport og lagring, og som er
blevet kontamineret med skadegoreren ved tidligere kon-
takt med kontaminerede kartofler;

patogenets spredning kan mindskes eller hindres ved
dekontaminering af sddanne genstande; sidan kontami-
nering af leeggekartofler vil altid udgere en stor risiko for,
at patogenet spredes; ligeledes udger latent kontamine-
ring af leggekartofler en stor risiko for spredning af
patogenet, og dette kan forhindres ved benyttelse af
leeggekartofler, der er avlet efter et officielt godkendt
program, hvorunder leeggekartoflerne er blevet provet og
fundet sygdomsfrie;

det nuvaerende kendskab til biologien og epidemiologien
hos Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
under europziske betingelser er ufuldsteendigt, og det
forventes, at det vil veere nedvendigt at tage de foresldede
foranstaltninger op til fornyet overvejelse inden for flere
vakstsasoner; der forventes ligeledes forbedringer af test-
metoden i lyset af yderligere forskning, navnlig med
hensyn til testmetodernes folsomhed og specificitet, sile-
des at de optimale testmetoder, der er til rddighed, kan
veelges og standardiseres;

fastleeggelsen af enkelthederne i sidanne generelle foran-
staltninger og i de strengere eller supplerende foranstalt-
ninger, der treeffes af medlemsstaterne for at forhindre
indsleebning af patogenet pd deres omréde, ber foregd i
snzevert samarbejde mellem medlemsstaterne og Kommis-
sionen i Den Stiende Komité for Plantesundhed, i det
folgende benaevnt »komitéen« —

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

Dette direktiv omhandler de foranstaltninger, der skal
treeffes i medlemsstaterne mod Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al., tidligere kendt som Pseudomonas
solanacearum (Smith) Smith, i det folgende benzvnt
»skadegoareren«, for med hensyn til de veartsplanter for
skadegoreren, der er opfert pa listen i afsnit I i bilag L, i
det folgende benzvnt »det naevnte plantemateriale«, at

a) lokalisere skadegoreren og bestemme dens udbre-

delse

b) forhindre, at den forekommer og spredes, og

c) hvis den konstateres: forhindre, at den spredes, og
bekempe den med henblik pd udryddelse.

Artikel 2

1.  Medlemsstaterne gennemforer darlige systematiske
officielle undersogelser for skadegoreren pa det naevnte
plantemateriale med oprindelse pad deres omrade. For at
fastsld eventuelle andre smittekilder, der truer produktio-
nen af det nzvnte plantemateriale, skal medlemsstaterne i
produktionsomrdder med det nzvnte plantemateriale
foretage en risikovurdering og, medmindre der ved vurde-
ringen ikke er konstateret nogen risiko for spredning af
skadegoreren, skal de udfere malrettede officielle under-
sogelser for skadegereren pd andre planter end det
navnte plantemateriale, herunder vilde vertsplanter af
natskyggefamilien, samt undersogelser af sivel overflade-
vand, der bruges til vanding eller sprojtning af det naevnte
plantemateriale, som flydende affald, der udledes fra
industrielle forarbejdnings- eller pakkeanlaeg, der handte-
rer det naevnte plantemateriale, og som bruges til vanding
eller sprojtning af det navnte plantemateriale. Omfanget
af disse malrettede undersogelser fastleegges under hensyn
til den konstaterede risiko. Medlemsstaterne kan ogsé
foretage officielle undersogelser for skadegereren pa
andet materiale, f.eks. vakstmedier, jordbund og fast
affald fra industrielle forarbejdnings- eller pakkeanlaeg.

2. De i stk. 1 omhandlede officielle undersogelser skal
foretages

a) pd det nevnte plantemateriale ifolge de nzermere
regler i bilag I, afsnit II, punkt 1

b) pa andre vertsplanter end det naevnte plantemateriale
og af vand, herunder flydende affald, efter egnede
metoder, og der skal hvor relevant udtages prover,
som underkastes officiel laboratorietest eller laborato-
rietest under officielt tilsyn

c) i relevante tilfzlde pd andet materiale efter egnede
metoder.

Med henblik pd disse undersogelser treeffer de officielle
ansvarlige organer, jf. direktiv 77/93/EQF, beslutning om
de neermere regler for inspektionsprocedurerne og antal,
oprindelse, stratificering og tidspunkt for indsamling af
prover baseret pa kvalificerede videnskabelige og statis-
tiske principper samt skadegererens biologi og under
hensyntagen til den pdgzldende medlemsstats serlige
produktionssystemer for det neevnte plantemateriale og
— 1 relevante tilfelde — for andre vertsplanter for
skadegoreren.

3. De nermere enkeltheder vedrerende og resultaterne
af de i stk. 1 omhandlede officielle undersogelser medde-
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les hvert 4r de ovrige medlemsstater og Kommissionen
som angivet i bilag I, afsnit I, punkt 2. Disse oplysninger
skal meddeles inden den 1. juni, undtagen oplysninger
om kartofler, der anvendes som udsad af egen avl, idet
disse oplysninger skal meddeles inden den 1. september.
De nzrmere enkeltheder og resultater vedrerende afgro-
derne skal referere til det foregdende ars produktion.
Oplysningerne i denne meddelelse kan indgives til komi-
téen.

4. Folgende bestemmelse vedtages efter proceduren i
artikel 16a i direktiv 77/93/EQF:

— de egnede metoder til undersogelserne og laboratorie-
testen som omhandlet i stk. 2, forste afsnit, litra b).

5. Folgende bestemmelser kan vedtages efter procedu-
ren i artikel 16a i direktiv 77/93/EQF:

— de egnede metoder for undersogelserne som omhand-
let i stk. 2, forste afsnit, litra c)

— vyderligere enkeltheder om de i stk. 2, andet afsnit,
omhandlede undersogelser med henblik pa at sikre, at
sikkerhedsniveauet er sammenligneligt medlemssta-
terne imellem.

Artikel 3

Medlemsstaterne drager omsorg for, at en mistenkt eller
bekraftet forekomst af skadegereren pd deres omrade
indberettes til deres egne officielle ansvarlige organer.

Artikel 4

1.  Hyvis der foreligger mistanke om forekomst, serger
den (de) pageldende medlemsstats(-ers) officielle ansvar-
lige organer for, at der gennemfores officiel laboratorie-
test eller laboratorietest under officielt tilsyn for det
navnte plantemateriale efter den i bilag II fastsatte rele-
vante metode og i overensstemmelse med de betingelser,
der er foreskrevet i bilag III, punkt 1, eller i alle andre
tilfeelde efter en anden officielt godkendt metode for at
bekrefte eller afkrefte mistanken. I tilfeelde af bekreef-
telse finder betingelserne i bilag III, punkt 2, anvendelse.

2. I hvert tilfeelde af mistanke, hvor

i) der enten visuelt er konstateret diagnostiske symp-
tomer pd sygdom fordrsaget af skadegoreren, og en
hurtigscreeningtest, jf. bilag II, afsnit I, punkt 1, og
afsnit I har givet positivt resultat

ii) eller en screeningtest, jf. bilag II, afsnit I, punkt 2, og
afsnit III har givet positivt resultat

skal medlemsstatens officielle ansvarlige organ, indtil mis-
tanken er blevet bekreftet eller afkreeftet, jf. stk. 1, for sd
vidt angdr medlemsstatens egen produktion:

a) forbyde flytning af planter og knolde fra alle afgro-
der, partier eller sendinger, hvorfra proverne er taget,
medmindre det sker under organets tilsyn og pa
betingelse af, at det er fastsldet, at der ikke er nogen
paviselig risiko for, at skadegereren spredes

b) tage skridt til at tilbagespore det mistenkte tilfzeldes
oprindelse

¢) pd grundlag af omfanget af den skennede risiko,
navnlig med hensyn til produktion af det nezvnte
plantemateriale og bevagelser af partier af leggekar-
tofler bortset fra dem, der er henvist til i litra a), som
er avlet pa det produktionssted, hvorfra preverne er
taget, treeffe yderligere forholdsregler for at hindre, at
skadegoreren spredes.

3. I de tilfzlde af mistanke om forekomst, hvor der er
risiko for kontaminering af det nzevnte plantemateriale
eller overfladevand fra eller til andre medlemsstater, skal
den medlemsstat, hvori det mistenkte tilfeelde er rappor-
teret, alt efter den beregnede risiko straks meddele ved-
kommende medlemsstat(er) de nzermere enkeltheder ved-
rorende det misteenkte tilfeelde, og der skal etableres et
hensigtsmessigt samarbejde mellem de pigeldende med-
lemsstater. De(n) medlemsstat(er), der har fiet en sidan
meddelelse, skal indfere forholdsregler efter stk. 2,
litra ¢), og alt efter omstendighederne treffe yderligere
foranstaltninger efter stk. 1 og 2.

4. Folgende bestemmelse kan vedtages efter procedu-
ren i artikel 16a i direktiv 77/93/EQF:

— de foranstaltninger, der omhandles i stk. 2, litra c).

Artikel 5

1.  Huis en officiel laboratorietest eller en laboratorie-
test under officielt tilsyn, for det naevnte plantemateriale,
efter den relevante metode, der er fastsat i bilag II, eller i
alle andre tilfelde efter en anden officielt godkendt
metode, bekrefter skadegorerens tilstedevarelse i en
prove udtaget i henhold til dette direktiv, skal medlems-
statens officielle ansvarlige organer under hensyntagen til
gode videnskabelige principper, skadegererens biologi og
det serlige produktions-, omsztnings- og forarbejdnings-
system for skadegorerens vartsplanter i den pagaeldende
medlemsstat:

a) for det navnte plantemateriales vedkommende

i) foretage en undersogelse for at fastsla kontami-
neringens omfang og primerkilde(r) efter bestem-
melserne i bilag IV med en yderligere test efter
artikel 4, stk. 1, af mindst alle relevante legge-
kartoffelmaterialer med indbyrdes klonslzegtskab,

0g
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ii)

iii)

1v)

erklere folgende kontamineret: det nzevnte plan-
temateriale, partiet og/eller sendingen, hvorfra
proven er taget, samt de maskiner, keretgjer,
fartajer, lagre eller enheder heraf og alle andre
genstande, herunder emballage, som har varet i
kontakt med det nzvnte plantemateriale, hvor-
fra proven er taget; eventuelt skal ogsd fol-
gende erkleres kontamineret: marken(-erne), en-
heden(-erne) med beskyttet planteproduktion og
produktionsstedet(-erne), hvor det navnte plante-
materiale er hestet, og hvorfra preven er taget;
for prover, der er taget i vaekstsesonen, skal
folgende erkleres kontamineret: marken(-erne),
produktionsstedet(-erne) og eventuelt enhe-
den(-erne) med beskyttet planteproduktion,
hvorfra preven er taget, og

efter bestemmelserne i bilag V, punkt 1,
bestemme omfanget af sandsynlig kontaminering
ved kontakt for eller efter host, ved forbindelse
gennem produktion, vanding eller sprejtning eller
ved klonslegtskab med den erklerede kontami-
nering, og

afgreense en zone pa grundlag af erkleringen om
kontaminering, jf. nr. ii), bestemmelsen af en
sandsynlig kontaminerings omfang, jf. nr. iii), og
skadegorerens mulige spredning efter bestemmel-
serne i bilag V, punkt 2, nr. i)

for afgreder af andre vertsplanter end de i litra a)
omhandlede, hvor det er fastslaet, at der er risiko ved
produktion af det nzvnte plantemateriale:

i)

ii)

iii)

foretage en undersogelse i henhold til litra a),
nr. i), og

erklere folgende kontamineret: de vertsplanter
for skadegereren, hvorfra preven er taget, og

efter henholdsvis litra a), nr. iii) og iv), bestemme
den sandsynlige kontaminering og afgrense en
zone i forhold til produktionen af det nzvnte
plantemateriale

for overfladevands vedkommende (herunder flydende
affald fra industrielle forarbejdnings- eller pakkean-
leeg, der handterer det neevnte plantemateriale) og
visse vilde veertsplanter af natskyggefamilien, hvis det
er fundet, at produktionen af det nevnte plantemate-
riale udger en risiko for overfladevandet ved vanding,
sprojtning eller oversvemmelse:

i)

ii)

foretage en undersogelse, herunder en officiel
undersogelse, pd passende tidspunkter pd prever
af overfladevand og eventuelle vilde vartsplanter
af natskyggefamilien for at fastsld kontaminering-
ens omfang, og

i passende omfang og pa grundlag af undersogel-
serne, jf. nr. i), erklere det overfladevand,
hvorfra preven er taget, kontamineret, og

iii) bestemme den sandsynlige kontaminering og
afgreense en zone pd grundlag af erkleringen om
kontaminering, jf. nr. ii), og skadegererens
mulige spredning under hensyntagen til bestem-
melserne i bilag V, punkt 1, og punkt 2, nr. ii).

2.  Medlemsstaterne giver straks i overensstemmelse
med bilag V, punkt 3, de ovrige medlemsstater og Kom-
missionen meddelelse om en erkleret kontaminering, jf.
stk. 1, litra a), nr. ii), og stk. 1, litra ¢), nr. ii), og de
narmere enkeltheder vedrerende zoneafgransningen, jf.
stk. 1, litra a), nr. iv), og hvor relevant stk. 1, litra ¢),
nr. iii). Oplysningerne i meddelelsen i henhold til dette
stykke kan indgives til komitéen.

Medlemsstaterne sender samtidig Kommissionen den sup-
plerende meddelelse, der er fastlagt i punkt 4 i bilag V.
Oplysningerne i meddelelsen i henhold til dette stykke
skal indgives til komitéen.

3.  Som folge af meddelelsen efter stk. 2 og de elemen-
ter, der indgar heri, skal eventuelle andre medlemsstater,
som er anfert i meddelelsen, foretage en undersogelse
efter stk. 1, litra a), nr. i), og hvor relevant stk. 1, litra c),
nr. i), og alt efter omstendighederne treffe yderligere
forholdsregler efter stk. 1 og 2.

Artikel 6

1.  Medlemsstaterne foreskriver, at det navnte plante-
materiale, som er erkleret kontamineret, jf. artikel 5,
st. 1, litra a), nr. ii), ikke md udplantes, og at det under
deres officielle ansvarlige organers tilsyn og godkendelse
skal behandles efter en af bestemmelserne i bilag VI,
punkt 1, siledes at det kan fastslds, at der ikke er nogen
paviselig risiko for, at skadegereren spredes.

2. Medlemsstaterne foreskriver, at det navnte plante-
materiale, som er erkleret sandsynligvis kontamineret, jf.
artikel 5, stk. 1, litra a), nr. iii), og litra c¢), nr. iii),
herunder det neevnte plantemateriale, for hvilket der er
fastsldet en risiko, og som er produceret pd produktions-
steder, der er fastlagt som sandsynligvis kontamineret, jf.
artikel 5, stk. 1, litra a), nr. iii), ikke ma udplantes, og at
det under deres officielle ansvarlige organers tilsyn skal
anvendes pd passende vis eller bortskaffes som beskrevet i
bilag VI, punkt 2, sdledes at det kan fastslas, at der ikke
er nogen paviselig risiko for, at skadegareren spredes.

3.  Medlemsstaterne foreskriver, at maskiner, keretajer,
fartejer, lagre eller enheder deraf og alle andre genstande,
herunder emballage, som er erkleret kontamineret, jf.
artikel 5, stk. 1, litra a), nr. ii), eller som er erkleret
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sandsynligvis kontamineret, jf. artikel 5, stk. 1, litra a),
nr. iii), og litra ¢), nr. iii), skal destrueres eller dekontami-
neres efter passende metoder som anfert i bilag VI,
punkt 3. Efter dekontaminering anses sidanne genstande
ikke leengere for at vaere kontamineret.

4. Uden at dette berorer foranstaltningerne i henhold
til stk. 1, 2 og 3, foreskriver medlemsstaterne, at der skal
treeffes en rekke foranstaltninger som anfert i bilag VI,
punkt 4.1 og 4.2, i den afgrensede zone, jf. artikel 3,
stk. 1, litra a), nr. iv), og litra c), nr. iii). Enkeltheder om
saddanne foranstaltninger skal arligt meddeles til de ovrige
medlemsstater og Kommissionen. Oplysningerne i denne
meddelelse kan indgives til komitéen.

Artikel 7

1. Medlemsstaterne foreskriver, at leeggekartofler skal
opfylde kravene i direktiv 77/93/EQF og i direkte linje
stamme fra kartoffelmateriale, der er frembragt under et
officielt godkendt program, og som er fundet fri for
skadegoreren ved officielle test eller test under officielt
tilsyn efter den relevante metode i bilag II.

Ovennavnte test udfores af en medlemsstat:

a) i de tilfeelde, hvor der er en bekrzftet forekomst af
skadegoreren i dens egen produktion af leggekartof-
ler

i) ved test af tidligere opformeringer, herunder den
oprindelige klonselektion og systematisk test af
basisleggekartoffelkloner, eller

ii) 1 tilfelde, hvor det er godtgjort, at der ikke er
noget klonslaegtskab, ved test af alle basislaegge-
kartoffelkloner eller tidligere opformeringer, her-
under den almindelige klonselektion, og

b) i andre tilfelde enten pd hver plante fra den oprin-

delige klonselektion eller pa repraesentative prover af
basisleeggekartoflerne eller af tidligere opformeringer.

2.  Folgende bestemmelser kan vedtages efter procedu-
ren i artikel 16a i direktiv 77/93/EQF:

— gennemforelsesbestemmelser til stk. 1, andet afsnit,
litra a)

— regler vedrerende reprasentative prever, jf. stk. 1,
andet afsnit, litra b).

Artikel 8

Medlemsstaterne forbyder besiddelse og hindtering af
skadegoreren.

Artikel 9

Uden at dette bererer bestemmelserne i direktiv 77/
93/EQF kan medlemsstaterne efter direktiv 95/44/EF (1)
tillade undtagelser fra de i nerverende direktivs artikel 6
og 8 omhandlede foranstaltninger, ndr formalet er forseg,
forskning eller sortsforzedling.

Artikel 10

Medlemsstaterne kan for deres egen produktion i forne-
dent omfang treffe supplerende eller strengere foranstalt-
ninger til bekempelse af skadegoreren eller til at for-
hindre dens spredning, forudsat at foranstaltningerne er i
overensstemmelse med direktiv 77/93/EQF.

Enkelthederne i disse foranstaltninger meddeles de ovrige
medlemsstater og Kommissionen. Oplysningerne i denne
meddelelse kan indgives til komitéen.

Artikel 11

Andringer af bilagene til dette direktiv som felge af
udviklingen i den tekniske og videnskabelige viden vedta-
ges efter proceduren i artikel 16a i direktiv 77/93/EQF.
Hvad angdr metoderne i bilag II og foranstaltningerne
i punkt 4.1 og 4.2 i bilag VI til dette direktiv skal
Kommissionen udarbejde en rapport, hvori den gennem-
gir disse metoder og foranstaltninger i lyset af erfa-
ringerne; rapporten skal foreleegges komitéen inden den
1. januar 2002.

Artikel 12

1. Medlemsstaterne satter de nedvendige love og
administrative bestemmelser i kraft for at efterkomme
dette direktiv med virkning fra den 21. august 1999. De
underretter straks Kommissionen herom.

Disse love og administrative bestemmelser skal ved vedta-
gelsen indeholde en henvisning til dette direktiv eller skal
ved offentliggorelsen ledsages af en sddan henvisning. De
narmere regler for denne henvisning fastszttes af med-
lemsstaterne.

2.  Medlemsstaterne meddeler straks Kommissionen
teksten til de vigtigste nationale retsforskrifter, som de
udsteder pad det omrdde, der er omfattet af dette direk-
tiv. Kommissionen underretter de ovrige medlemsstater
herom.

() EFT L 184 af 3.8.19935, s. 34. Direktivet er senest @ndret ved
Kommissionens direktiv 97/46/EF (EFT L 204 af 31.7.1997,
s. 43).
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Artikel 13 Udferdiget i Bruxelles, den 20. juli 1998.

Dette direktiv treeder i kraft pd dagen for offentliggorel-
sen i De Europeiske Feellesskabers Tidende.

Pd Rddets vegne

Artikel 14 W. MOLTERER

Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne. Formand
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BILAG I

AFSNIT 1

Liste over vartsplanter for Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. som omhandlet i artikel 1

Planter (herunder knolde), dog ikke ®gte fro, af Solanum tuberosum L. Kartoffel
Planter, dog ikke frugter og fre, af Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw. Tomat
AFSNIT 1T
Undersogelser

1. De i artikel 2, stk. 2, litra a), omhandlede officielle undersogelser foretages pa grundlag af skadegorerens
biologi og det sarlige produktionssystem i den pageldende medlemsstat, og de skal omfatte:

i) for kartoflers vedkommende:

— pé passende tidspunkter besigtigelse af afgroden i vakst ogfeller praver af sivel leggekartofler
som andre kartofler i vakstperioden eller pd lager. Proverne skal besigtiges enten officielt eller
under officielt tilsyn ved gennemskering af knoldene

og

— ndr der er tale om leggekartofler, og nir relevant andre kartoffelafgroder, officiel laboratorietest
eller laboratorietest under officielt tilsyn ved benyttelse af metoden i bilag II

ii) for tomaters vedkommende:
— pé passende tidspunkter som et minimum besigtigelse af planteafgroder i vakst, som er bestemt

til genplantning til erhvervsmassig brug.

2. Den i artikel 2, stk. 3, omhandlede meddelelse skal omfatte:

i) ndr det drejer sig om undersegelser af kartofler:
— det skonnede samlede areal i hektar, hvor der dyrkes laeggekartofler og andre kartofler
— stratificering efter kategori leeggekartofler og andre kartofler og hvor relevant efter region
— antal prover udtaget til test og tidspunktet herfor
— antal besigtigelser i marken

— antal (og prevens storrelse) besigtigelser af knolde

ii) nar det drejer sig om undersogelser af tomatafgreder i vakst, som er bestemt til genplantning til
erhvervsmessig brug, som et minimum

— det skonnede samlede antal planter

— antallet af besigtigelser

iii) ndr det drejer sig om undersogelser af andre vertsplanter end kartofler og tomater, herunder vilde
veertsplanter af natskyggefamilien

— art
— antal udtagne prover og tidspunkterne herfor
— det jordstykke eller vandleb, der er taget prover fra

— analysemetode

iv) ndr det drejer sig om undersogelser af vand og flydende affald fra industrielle forarbejdnings- og
pakkeanlzeg

— antal prever og tidspunkterne herfor

— alt efter omstendighederne enten det jordstykke, vandleb eller fabriksanleg, der er taget prover
fra

— analysemetode.
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BILAG 11

TESTPROGRAM FOR DIAGNOSTICERING, PAVISNING OG IDENTIFIKATION AF RALSTONIA
SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

OMRADE

Det forelagte program beskriver de forskellige procedurer, der indgar i:

i) diagnosticering af brunbakteriose i kartoffelknolde og af bakteriefremkaldt nedvisning af kartoffel- og
tomatplanter

ii) pdvisning af Ralstonia solanacearum i prover af kartoffelknolde

iii) identifikation af Ralstonia solanacearum.

Der er i tilleggene givet detaljer om tilberedning af testmateriale, f.eks. dyrkningsmedier, buffere,
oplesninger og reagenser.

INDHOLD

AFSNIT I:  Anvendelse af teStprogrammet ..................ooiiiiiiiiiiiieaaiii i 9

1. Diagnosticering af brunbakteriose i kartoffelknolde og af bakteriefremkaldt nedvis-
ning af kartoffel- og tomatplanter ................ . 9

2. Pavisning og identifikation af Ralstonia solanacearum i prever af kartoffelknolde .. 11

AFSNIT II:  Diagnosticering af brunbakteriose i kartoffelknolde og af bakteriefremkaldt nedvisning af

kartoffel- og tomatplanter ............. ... 13
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2. Hurtigscreeningtest .............ooioietimninnin e 13
3. ISOlErIIE oo 14
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6. BIOtESt o 23
7. BEIIGNINESTEST ..ttt ettt ettt et e e e e 23
8. PatOGENITELSIEST ...\ttt ettt ettt e e 23
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Tilleg 2: Materiale til provetilberedelse ............ ... 25
Tilleg 3: Materiale til TF-tST ... ..oueet e 26
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Tilleg 6: Materiale til PCRAEESt ....ouiii it et 29
Tilleg 7: Materiale til dyrkning pé selektivt medie- og berigningstest .............................. 29

LitteraturhenviSiinger .........o.uiii ittt e 30
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AFSNIT 1
ANVENDELSE AF TESTPROGRAMMET
1. Diagnosticering af brunbakteriose i kartoffelknolde og af bakteriefremkaldt nedvisning af kartoffel- og tomatplanter

Testmetoden er beregnet til kartoffelknolde med symptomer, der er typiske for eller giver mistanke om brunbakteriose og
til kartoffel- og tomatplanter med symptomer, der er typiske for eller giver mistanke om bakteriefremkaldt nedvisning.
Den omfatter en hurtigscreeningtest, isolering af patogenet fra inficeret karvaev pa diagnostiske substrater og i tilfelde af

positivt resultat identifikation af kulturen som Ralstonia solanacearum.

Flowdiagram

Kartoffel- eller tomatplanter
eller kartoffelknolde med symptomer (")

v

Hurtig screeningtest (%)

v

ISOLERING

v

Kolonier med typisk morfologi

v

JA

NEJ ()

v

KONFIRMATIVE TEST

Identifikation (*) af en renkultur som
Ralstonia solanacearum
plus patogenitetstest (*)

JA

Y

Planterne og/eller knoldene
NE] —————» er ikke inficeret med
Ralstonia solanacearum

Planterne og/eller knoldene er inficeret med
Ralstonia solanacearum
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Bemeaerkninger til flowdiagrammet:

(') Symptomerne er beskrevet i afsnit II, punkt 1.
(3) En screeningtest til en forelebig diagnose.

Egnede test er:

— karstromningstest af karvev fra stengler (afsnit II, punkt 2)
— test for poly-B-hydroxybutyratkorn (afsnit II, punkt 2)

— IF-test (afsnit III, punkt 2)

— ELISA-test (afsnit III, punkt 3)

— PCR-test (afsnit III, punkt 4).

o

Skent isolering af patogener fra plantemateriale med typiske symptomer ved pladespredning af forskellige fortyndinger
er ligetil, kan dyrkningen dog sla fejl pd fremskredne infektionsstadier. Saprofytiske bakterier, der vokser pa sygt vev,
kan vokse sterkere end eller hemme patogenet pd isoleringsmediet. Hvis isoleringstesten er negativ, men sygdoms-
symptomerne typiske, skal isoleringen gentages, helst ved dyrkning pé et selektivt medie.

EN

Pilidelig identifikation af en renkultur af Ralstonia solanacearum kan opnds ved mindst en af de i afsnit II, punkt 4.1,
omhandlede test kombineret med en patogenitetstest (afsnit II, punkt 4.3). Bestemmelse af linjen er ikke krzevet, men
anbefales i hvert nyt tilfelde.
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2. Pavisning og identifikation af Ralstonia solanacearum i prover af kartoffelknolde

Metoden er bestemt til pdvisning af latente infektioner i kartoffelknolde ved en eller helst flere screeningtest, som, hvis
resultatet er positivt, bekreftes ved isolering af patogenet. Ved isolering af typiske kolonier efterfolges dette af
identifikation af en renkultur som Ralstonia solanacearum.

Flowdiagram

Prove af kartoffelknolde (*)

SCREENINGTEST (*)

Immunofluorescenetest (IF-test)(*) og/eller dyrkning
pa selektivt substrat (*)
med folgende valgfri supplerende test:

ELISA-test (%)
PCR -test (°)
Berigningstest (7)

v v

proven er ikke
mindst en alle foretagne inficeret med
positiv test test er negative Ralstonia
solanacearum
ISOLERINGSPROVE
dyrkning pd  og/eller biotest (*)
selektivt
substrat

v

Kolonier med typisk morfologi

v v

Proven er ikke
inficeret med
Ralstonia
solanacearum

JA NEJ S

v

KONFIRMATIVE TEST

Identifikation af kulturen som
Ralstonia solanacearum
plus patogenitetstest (*)

v v

Proven er ikke
inficeret med

JA NEJ Ralstonia

solanacearum

\J

Y

Proven er inficeret med
Ralstonia
solanacearum
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Bemeaerkninger til flowdiagrammet:

(') Provestorrelse

Standardprovestorrelse er 200 knolde, dog kan metoden tillige anvendes for prover med ferre end 200 knolde.

Screeningstest

En enkelt test er maske ikke tilstreekkeligt folsom eller palidelig til at pavise Ralstonia solanacearum i en prove. Der
anbefales derfor mere end en test. Om muligt bor disse test baseres pd forskellige biologiske principper.

Immunofluorescenstest (IF-test)

IF-testen (indirekte metode) er en veletableret screeningtest. Det er en fordel frem for andre test, som endnu ikke er
fuldt udviklet eller valideret. Testen bruges for mange andre bakterier, f.eks. Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus. Med de aflesningsparametre, der er bestemt i denne metode, er det en folsom test (greenseverdien for
folsomheden pa 10°-10* celler/ml kartoffelekstraktpellet).

Den kritiske faktor for testresultatets palidelighed er antiserumets kvalitet. Kun et antiserum med hej titer (mindst
2 000 for det ubehandlede antiserum) er acceptabelt, og alle test skal foretages ved antiserumtiteren eller en fortynding
under titeren. Den indirekte metode foretreekkes. Den direkte metode kan benyttes, hvis testens felsomhed og
specificitet svarer til den indirekte metodes.

IF-testen har den fordel at give subjektiv fortolkning af cellefarvningsmorfologi og fluorescensintensitet, som giver
oplysninger om reaktionsspecificitet. Krydsreaktioner med serologisk besleegtede bakterier fra jord eller kartoffelveev
med lignende cellemorfologi som Ralstonia solanacearum forekommer hyppigt. IF-testen kan benyttes som eneste
screeningtest, men i tilfzelde, hvor der er mistanke om krydsreaktioner, ber der foretages yderligere screeningstest
baseret pa et andet biologisk princip. I sidan et tilfeelde er selektiv udstrygning at foretraekke.

Dyrkning pa selektivt substrat

Med det modificerede SMSA-medie og den testmetodik, der er beskrevet i denne metode, er dette en falsom og selektiv
test for Ralstonia solanacearum. Resultatet foreligger 3-6 degn efter tilberedelse af proven. Patogenet fds som renkultur
og kan let identificeres. For at testens potentiel kan udnyttes fuldt ud, kraeves omhyggelig tilberedelse af navleender for
at eliminere sekundare bakterier forbundet med kartoffelknolde, som er konkurrenter til Ralstonia solanacearum pa
substratet og kan haemme patogenets udvikling. Nogle stammer kan have ringe vakst, da substratets bestanddele ma
have indflydelse pd mélorganismen. Der kraves desuden omhu for at differentiere Ralstonia solanacearum fra andre
bakterier, som matte udvikle sig pd mediet.

Dyrkning pa selektivt medie kan benyttes som eneste screeningtest, men hvis testresultatet er negativt, og der foreligger
mistanke om hemning af Ralstonia solanacearum pa grund af andre bakterier pd substratet, bor der foretages endnu
en screeningtest. I sidanne tilfzelde er IF-testen den mest velegnede.

ELISA-test

ELISA-testen er generelt mindre folsom end IF-testen (graenseverdien for folsomheden pa 10*-10° celler/ml kartoffel-
ekstraktpellet). Testen er billig og hurtig, men generelt mere tilbgjelig til at give falsk positive (krydsreaktioner) og falsk
negative (hemning ved fenolmolekyler i kartoffelekstraktet) resultater. Kravene til antiserumsspecificitet er overordent-
ligt strenge. ELISA kan ikke benyttes som eneste screeningtest.

PCR-test

PCR-testen har potentiale til meget folsom pavisning, skent testen meget let bliver hemmet af plante- eller
knoldekstraktbestanddele og giver falsk negative resultater. Nogle kartoffelsorter indeholder flere inhibitorer end andre.
Det er derfor nedvendigt at fjerne disse inhibitorer. Inhibitorerne kan reduceres ved fortynding, men derved bliver
populationerne af Ralstonia solanacearum ogsa fortyndet. Der md udvises stor forsigtighed pa alle trin i tilberedelsen af
prove og test for at hindre kontamination, som kunne give falsk positive resultater. Falsk positive kan ogsa hidrere fra
andre organismers sekvenshomologi. Af disse drsager kan direkte PCR ikke benyttes som eneste screeningtest.

Berigningstest

Inkubering af prover af kartoffelekstraktpellet i et semiselektivt flydende neeringsmedie, f.eks. modificeret SMSA-
bouillon, ger opformering af Ralstonia solanacearum mulig. Vigtigere er det mdske, at derved fortyndes ogsa
potentielle inhibitorer for ELISA- eller PCR-test. Ralstonia solanacearum i berigningsbouillon kan séledes pavises ved
IF, ELISA og PCR. Det kan ikke anbefales at foretage direkte pladespredning fra beriget flydende naeringsmedie. Disse
berigningsmetoder er ikke grundigt gennemprovet og testet. De er medtaget her, fordi de har et godt potentiale. Men
pd grund af den relative mangel pa erfaring med dem kan de ikke benyttes som eneste pavisningsmetoder.

Biotest

Biotesten bruges til isolering af Ralstonia solanacearum fra kartoffelekstrakt ved selektiv berigelse i en vartsplante og
kan foretages pd kartoffelplanter eller wgplante (aubergine). Testen kraver optimale inkuberingsbetingelser som
beskrevet i denne metode. Bakterier, der er inhibitorer for Ralstonia solanacearum pd SMSA-substratet, vil sandsynlig-
vis ikke virke forstyrrende i denne test.

Konfirmative test

Pilidelig identifikation af en renkultur af Ralstonia solanacearum opnds ved mindst en af de test, der er angivet i
afsnit I, punkt 4.1, i kombination med en patogenitetstest (afsnit II, punkt 4.3). Bestemmelse af linjen er ikke kreevet,
men anbefales i hvert nyt tilfelde.
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AFSNIT II

DIAGNOSTICERING AF BRUNBAKTERIOSE I KARTOFFELKNOLDE OG AF BAKTERIEFREMKALDT NEDVISNING AF

1.1.

1.2.

KARTOFFEL- OG TOMATPLANTER
Symptomer

Symptomer for kartoffel

Kartoffelplanten. De tidlige symptomer er, nir bladene visner i plantens top ved heje temperaturer om dagen for derefter
at komme sig om natten. Denne visnen bliver hurtigt irreversibel og medferer, at planten der. Karvevet i stengler fra
visne planter, der er skdret tvaers over, kan blive brunt, og et mealkeagtigt sekret siver ud fra sarfladen eller kan let trykkes
ud, ved at man kniber stenglen. Hvis en overskdret stzengel anbringes vertikalt i vand, vil slimtridde stromme fra
karstrengene.

Kartoffelknolden. Kartoffelknolde skal skzres tvaers over nar ved navleenden (= stolon). Det tidlige infektionsstadium er
en glasagtig gullig til lysebrun misfarvning af karringen, hvorfra der spontant kommer et blegt sekret efter et par minutter,
eller hvis man trykker let med tommelfingrene pd huden ner ved sirfladen. Senere bliver karmisfarvningen mere tydeligt
brun, og vevsdeden kan brede sig til parenkymvavet. P4 mere fremskredne stadier bryder infektionen ud fra endeskorpen
og ejnene, hvilket medferer readbrune, let indsunkne laesioner pa huden, hvorfra bakterier siver ud og far jordpartikler til
at hange ved.

Symptomer for tomat

Tomatplanten. Det forste synlige symptom er de yngste blades slatne udseende. Under gunstige forhold for patogenet
(jordtemperatur pa ca. 25°C mettet fugtighed) folger epinasti og visnen af den ene side eller af hele planten inden for
nogle f4 dage, hvorefter hele planten falder sammen. Under mindre gunstige forhold (jordtemperatur pa under 21°C) kan
der udvikle sig talrige biredder pad stenglen. Der kan ses et fedtet bind langs med stenglen, hvilket er tegn pa karsystemets
vaevsded. Nar steenglen skaeres over pd tvers, siver der draber af hvidt eller gulligt bakteriesekret ud fra misfarvede brune
karvev i stenglen.

Hurtigscreeningtest
Hurtigscreeningtest letter en forelobig diagnose. Brug en eller flere af de folgende test:

Karstromningstest

Tilstedevaerelsen af Ralstonia solanacearum i visnende kartoffel- eller tomatstangler kan pdvises ved nedenstiende enkle
test:

Stenglen overskeres lige over jorden. Den overskdrne stengel stilles i et bager med vand. Kort efter vil trdde af
bakterieslim spontant stromme ud af karstrengene. Eventuelle andre bakterier, der forarsager karvavsinfektion i kartoffel-
eller tomatplanter, vil ikke vise dette feenomen.

Pavisning af poly-f-bydroxybutyrat (PHB)
PHB-kornene i cellerne i Ralstonia solanacearum gores synlige ved farvning med Nile blue A eller Sudan black B.

Der laves et udstrygningspraeparat af bakterieslimen eller det opslemmede veev pé et objektglas, eller der tilberedes et
udstrygningspraeparat af en 48-timers kultur pd YPGA eller SPA (tilleg 1). Som kontrol laves positive udstrygningspreepa-
rater af en biovar 2/race 3-stamme, og hvis nedvendigt et negativt udstrygningspraeparat af en heterolog stamme. Glasset
torres. Dets underside fores gentagne gange hurtigt gennem flammen, indtil praeparatet er fikseret.

Nile blue-test

1) Det fikserede udstrygningspraeparat overhzldes med en 1% vandig oplesning af Nile blue A. Inkuberes i 10 min. ved
55°C.

2) Farvningsoplesningen afdraenes. Proven vaskes kort i langsomt rindende ledningsvand. Overskydende vand fjernes med
filtrerpapir.

3) Udstrygningspraparatet overhzldes med 8 % vandig eddikesyre. Inkuberes i 1 min. ved laboratorietemperatur.
4) Proven vaskes i langsomt rindende ledningsvand. Den torres med filtrerpapir.
5) Proven genbefugtes med en drabe vand. Der sattes et daekglas pa.

6) Det farvede udstrygningspraeparat underseges under et epifluorescensmikroskop ved 450 nm i immersionsolie ved
1 000 ganges forstorrelse.

Der observeres for klart orange fluorescens fra PHB-korn. Desuden foretages observation i normalt lys for at sikre, at
kornene er intracellulzre, og at cellemorfologien er typisk for Ralstonia solanacearum.



L235/14 De Europziske Fallesskabers Tidende 21.8.98
Sudan black-test
1) Det fikserede udstrygningspraeparat overhaeldes med 0,3 % Sudan black B-oplesning i 70 % ethanol. Preven inkuberes

i 10 min. ved laboratorietemperatur.
2) Farvningsoplesningen afdranes. Proven vaskes hurtigt i ledningsvand. Overskydende vand fjernes med filtrerpapir.
3) Udstrygningspraparatet neddyppes kort i xylen. Glasset duppes tort med filtrerpapir.
NB: Xylen er et farligt stof. Arbejdet skal forega i et stinkskab.
4) Udstrygningspraeparatet overhaldes med 0,5 % (w/v) vandig safranin og henstar 10 sek. ved laboratorietemperatur.
NB: Safranin er et farligt stof. Arbejdet skal foregé i et stinkskab.
5) Proven vaskes i langsomt rindende vand. Den torres med filtrerpapir. Der szttes daekglas pa.
6) Det farvede udstrygningspreeparat undersoges under et lysmikroskop med gennemfaldende lys i immersionsolie ved
1 000 ganges forstorrelse.
PHB-korn i celler af Ralstonia solanacearum bliver blasorte. Celleveeggen bliver lyserad.
Andre test
Andre anbefalelsesverdige test er [F-testen (afsnit III, punkt 2), ELISA-testen (afsnit III, punkt 3) og PCR-testen (afsnit III,
punkt 4).

3. Isolering

3.1. En lille mengde af bakterieslimen eller partier af misfarvet vaev fra karringen i kartoffelknolden eller fra karstrengene i
steenglen fra kartoffel- eller tomatplanter opsleemmes i sterilt, destilleret vand eller 50 mM fosfatbuffer. Proven henstir pa
testbordet i 5-10 min.

3.2. Der laves en serie tifoldsfortyndinger af suspensionen — 1:10 og 1:100 eller flere, hvis det skennes nedvendigt.

3.3. En standardmengde af suspensionen overferes til et standardnezringsmedie (NA, YPGA og SPA (tilleg 1)), og/eller
Kelmans tetrazolium-medium (tilleg 1), ogleller et selektivt SMSA-substrat (tilleg 7). Spred og udstryg med en
formalstjenlig fortyndingsteknik. Hvis nedvendigt skal der tilberedes et szt serskilte plader med en fortyndet cellesuspen-
sionskultur af en biovar 2/race 3-stamme af Ralstonia solanacearum som positiv kontrol.

3.4. Pladerne inkuberes i 3 degn ved 28°C. Inkubationen kan forlenges indtil 6 dage, hvis vaeksten er langsom, men kolonier
pd SMSA-plader bliver ofte atypiske og dor.

P4 standardnaeringsmediet udvikler virulente isolater af Ralstonia solanacearum perlehvide, flade, uregelmaessige og
udflydende kolonier, der ofte har karakteristiske hvirvler.

P4 Kelmans tetrazolium-mediet er typiske kolonier af virulente isolater af Ralstonia solanacearum cremefarvede, flade,
uregelmessige og udflydende, med blodrede hvirvler i centrum. Avirulente former af Ralstonia solanacearum udvikler
smorlignende, dybrede kolonier.

P4 SMSA-mediet udvikler virulente isolater af Ralstonia solanacearum melkehvide, flade, uregelmassige og udflydende
kolonier, der har tydelige, blodrede centre.

Avirulente former af Ralstonia solanacearum udvikler mindre udflydende kolonier, som er fuldstendigt lyserade til rade
pa SMSA-mediet.

3.5. Kolonier med karakteristisk morfologi rendyrkes ved subkultur pd et generelt naeringssubstrat. Regelmessig subkultur ber
undgds, da det kan medfere tab af virulens.

4. Konfirmative test

4.1. Identifikation af Ralstonia solanacearum

Identificer renkulturer af Ralstonia solanacearum ved mindst en af de folgende procedurer:

Narings- og enzymtest

Bemcerk: inkluder en kontrolkultur ved hver test.
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Folgende fenotypiske egenskaber hos Ralstonia solanacearum forekommer enten universelt eller slet ikke:
Fluorescerende pigment -

PHB-indhold +

Oxidations/fermenteringstest O+/F-

Katalase +

Kovacs’ oxidase +

Reduktion af nitrat +

Udnyttelse af citrat +

Vakst ved 40°C -

Vakst i 1% NaCl +

Veakst i 2% NaCl -

Arginindihydrolase -

Smeltning af gelatine -

Hydrolyse af stivelse -

Hydrolyse af aesculin -

Levanproduktion -

Medier og metoder: se Lelliott og Stead (1987).

IF-test

Der laves en opslemning af 10° celler/ml fra kulturen og en positiv kontrolstamme. Der laves en razkke tofoldsoplesninger
af antiserum. IF-metoden benyttes (afsnit III, punkt 2). Kulturens IF-titer skal svare til den positive kontrols titer.
ELISA-test

Der laves en opslamning af > 10° celler/ml fra kulturen og en positiv kontrolstamme. ELISA-metoden benyttes (afsnit III,
punkt 3). Kulturens ELISA-veerdi skal svare til den positive kontrols verdi.

PCR-test

Der laves en opslemning af 10° celler/ml fra kulturen og en positiv kontrolstamme. PCR-metoden benyttes (afsnit III,
punkt 4). Kulturens PCR-produkt skal vere af samme storrelse og have samme restriktionsenzymanalysemonster (REA)
som den positive kontrol.

Fluorescerende in situ-hybridisering (FISH)

Der laves en opslemning af 10° celler/ml fra kulturen og en positiv kontrolstamme. FISH-metoden benyttes (van
Beuningen et al., 1995) med OLI-1 PCR-primer (Seal et al., 1993). Kulturen skal vise samme reaktion som den positive
kontrol.

Proteinprofilering

Denaturerede helcelleproteiner separeres ved polyacrylamidgelektroforese — PAGE (Stead, 1992a).
Fedtsyreprofilering (FAP)

Kulturen og en positiv kontrolstamme dyrkes i 48 timer ved 28 °C pa trypticasesojaagar. FAP-metoden benyttes (Janse,
1991; Stead, 1992a; Stead 1992b). Kulturens profil skal vere identisk med den positive kontrols profil. Under de
beskrevne betingelser er karakteristiske fedtsyrer 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H og 18:1 20H.

4.2. Karakterisiering af stammen

Linjekarakterisering er ikke kravet, men anbefales for hvert nyt tilfzlde ved mindst en af folgende metoder:
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Biovarbestemmelse
Ralstonia solanacearum opdeles i biovarer ud fra deres evne til at udnytte og/eller oxidere tre hexosealkoholer og tre
sukkerarter (Hayward, 1964 & 1994):
Biovar
2 3 N
Udnyttelse af:
— Maltose + + +
— Laktose + + +
— Cellobiose + + +
— Mannitol - + +
— Sorbitol - + -
— Dulcitol - + _
Supplerende test differentierer biovar 2 i underfenotyper (Hayward, 1994):
Biovar 2 Biovar 2-A Biovar 2-T
Udnyttelse af trehalose - + +
Udnyttelse af inositol + - +
Udnyttelse af D-ribose - - +
Pektolytisk aktivitet ringe ringe hoj
Racebestemmelse
Racen (Buddenhagen et al., 1962) bestemmes pd grundlag af en patogenitetstest i tomatplanter eller @gplanter og i
tobaksplanter og ved hjzlp af en hypersensitivitetsreaktion (HR) i tobaksblade (Lozano & Sequeira, 1970):
Race (*)
1 2 3
Reaktion i:
— Tomat-/zgplanter visnen ingen reaktion visnen
— Tobaksplanter visnen ingen reaktion ingen reaktion
— Tobaksblade nekrose HR (12-24 timer) klorose
(48 timer) og (2-8 degn)
visnen (7-8 degn)
(*) Race 4 (patogen pa ingefzer og nogle fi andre vertsplanter) og race 5 (patogen kun pd morber) er ikke taget med.
Karakterisering af racen ved hjalp af en patogenitetstest eller en hypersensitivitetsreaktion i tobak er ikke helt troverdig,
og kan i stedet bedemmes ud fra biovar og den naturlige vertsplante.
Kulturen kan yderligere beskrives ved:
»Fingeraftryk« af genomet
Molekyler differentiering af stammer i Ralstonia solanacearum-komplekset kan foretages ved:
RFLP-analyse (Cook et al., 1989)
Gentagen sekvens PCR (REP-, ERIC- & BOX-PCR (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995))
4.3. Patogenitetstest

Testen er beregnet til konfirmering af diagnosen for Ralstonia solanacearum og for at bekrafte virulensen af kulturer
identificeret som Ralstonia solanacearum.

Der laves et inokulum pa 10° celler/ml fra kulturen og en positiv kontrolstamme. Fem til ti tomatplanter eller aegplanter
indpodes helst pd bladstadium 3 eller 2ldre (afsnit III, punkt 6). Planterne inkuberes i indtil to uger ved 22-28°C og hgj
relativ fugtighed og vandes hver dag. Der observeres for visnesymptomer, epinasti, klorose eller haemning.

Isoler fra symptomatiske planter pa folgende made:
— fjern en del af vaevet fra steenglen 2 cm over inokuleringspunktet

— opslem i lille maengde sterilt destilleret vand eller 50 mM PBS-buffer, og udstryg, inkuber og check for typiske kolonier
af Ralstonia solanacearum.
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AFSNIT III
PAVISNING OG IDENTIFIKATION AF RALSTONIA SOLANACEARUM I PROVER AF KARTOFFELKNOLDE

NB: Standardproevestorrelse er 200 knolde, dog kan metoden tillige anvendes for prover med ferre end 200 knolde.

1. Tilberedelse af proven til test

NB: Den kartoffelekstraktpellet, der fremkommer ved denne metode, kan tillige bruges til pavisning af Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus.

Metoder, der kan benyttes til forelobig test, hvis det findes nyttigt:

i) Proven inkuberes ved 25-30°C i indtil 2 uger for at fremme formeringen af latente populationer af Ralstonia
solanacearum

ii) Knoldene vaskes i rindende vand med passende desinfektions- og oplesningsmidler. Knoldene luftterres.
1.1. Med en ren, desinficeret skalpel eller grontsagskniv fjernes huden fra knoldens navleende, siledes at karvavene lige netop

bliver synlige. En lille konisk kerne (3-5 mm diameter) karveev fra hver knolds navleende udskaeres. Mangden af
ikke-karvaev skal vere mindst mulig. Ferste trin gentages for hver knold i proven.

NB: Der kan foretages visuel undersogelse af knoldene (afsnit II, punkt 1) pa dette stadium. Eventuelle knolde med
symptomer eller forrddnelse anbringes for sig og underkastes saerskilt test (afsnit II).

1.2. Navleenderne anbringes i en lukket beholder. Navleenderne skal helst behandles straks. Hvis dette ikke er muligt, bor de
ikke opbevares i over 24 timer — eller ved 4°C ikke leengere end 72 timer.

1.3. Navleenderne behandles pa en af nedenstiende mader:

i) Navleenderne overfores til en egnet beholder.
Der tilszttes nok udbledningsbuffer (tilleeg 2) til at deekke kernerne.

Navleenderne findeles i en Waring Blender eller ved Ultra Thurrax, indtil de lige netop er homogeniseret. Overdreven
homogenisering skal undgas.

Proven henstar til udbledning i 15-30 min.
ii) Navleenderne overfores til en egnet beholder.
Der tilszttes nok udblodningsbuffer til at dekke navleenderne.
Beholderen anbringes pa en rotationsryster.
Proven inkuberes ved 50-100 rpm i 4 timer ved 20-22°C eller 16-24 timer ved 4°C.

iii) Navleenderne overfores til en kraftig engangspose til udbledning (fx Stomacherpose pd 105 mm x 150 mm, steriliseret
ved betrdling).

Vavskernerne knuses omhyggeligt med et egnet varktej, fx en hammer, indtil de lige netop er homogeniseret.
Der tilsettes nok udbledningsbuffer til at dekke de knuste kerner.

Proven henstér til bundfeldning i 15-30 min.

1.4. Bakterierne ekstraheres fra de behandlede endeskorper pd en af nedenstiende mader:

i) Den macererede prove dekanteres forsigtigt til et centrifugeglas, siledes at bundfaldet forbliver i beholderen eller
posen. Hvis det dekanterede, udbledte praparat er uklart, centrifugeres ved hejst 180 g i 10 min. ved under 10°C.

Det udbledte preparat eller supernatanten fra forste centrifugeringstrin centrifugeres ved 7 000 g i 15 min. eller ved
10 000 g i 10 min. ved en temperatur pd under 10°C.

Supernatanten kasseres, uden at pelleten forstyrres.
ii) Det udblodte praeparat filtreres gennem et filterssystem med en porestorrelse pd 40-100 wm.
Filteringen fremskyndes ved brug af en vakuumpumpe.
Filtratet opsamles i en centrifugeglas.
Filtret vaskes med udbledningsbuffer.
Filtratet centrifugeres ved 7 000 g i 15 min. eller ved 10 000 g i 10 min. ved en temperatur pd under 10°C.

Supernatanten kasseres, uden at pelleten forstyrres.
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1.5. Pelleten genopslemmes i 1 ml pelletbuffer (tilleg 2).
Det deles i to lige store portioner, og hver portion overfores til et eppendorfror.
Det ene eppendorfrer benyttes til test. Resten af dette ekstrakt opbevares ved 4°C under testen.
Der tilszettes 10-25 % (v/v) steril glycerin til det andet eppendorfrer. Glasset rystes. Opbevares ved -18°C (uger) eller
-70°C (maneder).
2. IF-test
Der benyttes antiserum mod Ralstonia solanacearum, helst mod race 3/biovar 2. Titeren bestemmes pd en suspension af
10° celler/ml fra den homologe stamme af Ralstonia solanacearum. Der benyttes en passende fortynding af fluoresceinisot-
hiocyanatkonjugatet (FITC-konjugatet) ifolge producentens anbefalinger. Det ubehandlede antiserum ber have en IF-titer
pa mindst 1:2 000.
Der benyttes mangehullede objektglas med helst ti vinduer med mindst 6 mm diam.
Der skal for hvert objektglas indgd en FITC-konjugatkontrol. Testen gentages med en PBS-kontrol indbefattet, hvis der
observeres positive celler ved FITC-kontrollen.
Der tilberedes serskilte, positive kontrolglas med en opslemning af 10° celler/ml fra den korrekte race/biovar-stamme af
Ralstonia solanacearum. Der indgér et objektglas i hvert testsaet.
2.1. Testglassene tilberedes pa en af nedenstdende mader:
i) For pellets med forholdsvis lidt stivelse:
En afmalt standardmangde (15 ul er passende for 6 mm vinduesdiameter — mangden oges forholdsmassigt for storre
vinduer) af den genopslemmede pellet afpipetteres pd en rekke vinduer. Den resterende raekke kan anvendes som
duplikat eller til en anden preve som beskrevet i figur 1.
ii) For andre pellets:
Der laves tifoldsfortyndinger, dvs. 1:10, 1:100 og 1:1 000, af den genopslemmede pellet i pelletbuffer. En afmadlt
standardmangde (15 ul er passende for 6 mm vinduesdiameter — mangden oges forholdsmeassigt for sterre vinduer)
af den genopslemmede pellet og hver fortynding afpipetteres pd en rzkke vinduer. Den resterende rakke kan
anvendes som duplikat eller til en anden prove som beskrevet i figur 2.
2.2. Man lader drdberne torre. Bakteriecellerne fikseres pd glasset ved opvarmning, ved flambering eller med 95 % ethanol.
2.3. IF-metode

i) Ved tilberedelse af objektglas som beskrevet ovenfor i punkt 2.1, nr. i):

Der laves en rekke tofoldsfortyndinger af antiserum i IF-buffer (tilleg 3):

1/4 af titeren (T/4), 1/2 af titeren (T/2), titeren (T) og det dobbelte af titeren (2T).
ii) Ved tilberedelse af objektglas som beskrevet ovenfor i punkt 2.1, nr. ii):

Der laves en arbejdsfortynding (WD) af antiserum i IF-buffer. Arbejdsfortyndingen er den fortynding af antiserum,
som har optimal specificitet, og den har normalt det halve af titeren.
Figur 1
Tilberedelse af objektglas som beskrevet i punkt 2.1, nr. i), og punkt 2.3, nr. i)
Standardfortynding af genopslemmet pellet
(T = titer)

FITC T/4 T2 T 2T O Tofoldsfortyndinger

af antiserum

Prove 1 @1 [ P) ®; @ ®;

Duplikat af
prove 1 eller

prove 2 @ @7 @ @ ® 0
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Figur 2
Tilberedelse af objektglas som beskrevet i punkt 2.1, nr. ii), og punkt 2.3, nr. ii)
FITC Standardfortynding af antiserum
Ufortyndet Ufortyndet 1:10 1:100 1:1 000 O Tifoldsfortynding af
genopslemmet pellet
Prove 1 @ P 0 @4 ®;
Duplikat af
prove 1 eller
prove 2 @ @7 @ @ @0
2.3.1. Objektglassene placeres pa fugtigt filtrerpapir.
Testvinduerne dekkes med antiserumfortyndingen(-erne). Der padryppes PBS pd FITC-vinduerne. Den mzngde antiserum,
der anbringes pa vinduerne, skal svare til den tilsatte mangde ekstrakt.
2.3.2. Glassene inkuberes tildeekket i 30 min. ved rumtemperatur.
2.3.3. Antiserumdraberne rystes af glasset, og glassene skylles omhyggeligt med IF-buffer.
De vaskes 5 min. i IF-buffer-Tween og efterfolgende i 5 min. i IF-buffer (tilleg 3).
Overskydende vaske fjernes omhyggeligt.
2.3.4. Objektglassene placeres pa fugtigt filtrerpapir.
Testvinduerne og FITC-vinduet deekkes med den fortynding af FITC-konjugatet, der er brugt til at bestemme titeren. Den
mengde konjugat, der anbringes pd vinduerne, skal svare til den tilsatte mengde antiserum.
2.3.5. Glassene inkuberes tildeekket i 30 min. ved rumtemperatur.
2.3.6. Konjugatdrdberne rystes af glasset. Glassene skylles og vaskes som ovenfor (2.3.3).
Overskydende fugt fjernes omhyggeligt.
2.3.7. 5-10 wl af 0,1 M fosfatbufferet glycerin (tilleg 3) eller en tilsvarende indlejringsolie afpipetteres pa hvert vindue, og der
settes dekglas pa.
2.4. Aflesning af IF-testen

Testglassene undersoges i et mikroskop med en epifluorescerende lyskilde og filtre, som er egnet til arbejdet med FITC, i
immersionsolie ved 500-1 000 ganges forstorrelse. Vinduerne gennemseges langs to diametre vinkelret pd hinanden og
langs omkredsen.

Det positive kontrolvindue undersoges forst. Cellerne skal vere lyse, fluorescerende og fuldsteendig farvede.
NB: Testen ma gentages, hvis farvningen er unormal.

Det konstanteres derefter, at der ikke er fluorescerende celler i FITC-kontrolvinduerne. Fluorescerende celler i FITC-
kontrollen viser uspecifik binding af konjugatet, autofluorescens eller kontaminering.

NB: Hvis sadanne celler observeres, gentages testen.

Dernzaest observeres, om der er lyse, fluorescerende celler med den karakteristiske morfologi for Ralstonia solanacearum i
testvinduerne. Fluorescensens intensitet skal svare til den positive kontrolstammes ved samme antiserumfortynding. Celler
med ufuldstendig farvning eller med svag fluorescens ses der bort fra, undtagen hvis de forekommer i stort antal (se
fortolkning af IF-testresultatet).
Fortolkning af IF-testresultatet

i) En IF-test er negativ, hvis der ikke er fundet lyse, fluorescerende celler med karakteristisk morfologi i en prove.

ii) Hvis der er fundet lyse, fluorescerende celler med karakteristisk morfologi i en prove, bestemmes gennemsnitsantallet
af celler pr. mikroskopfelt og antal celler (N) pr. ml genopslemmet pellet beregnes (tilleg 4).

En population pa omkring 10° celler/ml af det opsamlede bundfald er graensevardien for IF-testen.
— for prover med N > 10° celler/ml er IF-testen positiv

— for prover med N < 10° celler/ml kan IF-testen betragtes som positiv.
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iii) Hyvis et stort antal (> 10° celler/ml) af ufuldstaendige eller svage fluoricerende celler ses ved antiserummets titer, skal
en anden test gennemfores:
— enten baseret pa et anderledes serologisk princip, eller
— en gentagelse af IF-testen, med et andet antiserum eller en tifoldsfortynding af bundfaldet.
3. ELISA-test
Robinson-Smith et al., 1995
Der benyttes antiserum mod Ralstonia solanacearum, helst mod race 3/biovar 2. Titeren bestemmes pd en opslemning af
10° celler/ml fra den homologe stamme af Ralstonia solanacearum.
Det anbefales at bruge NUNC Polysorb-mikrotiterplader.
Der skal indgd en negativ kartoffelekstraktkontrol og en fosfatbufferet saltkontrol (PBS).
Der anvendes en opslemning af > 10° celler/ml fra en stamme af korrekt race/biovar af Ralstonia solanacearum som
positiv kontrol. Test af kontrollerne foretages som for prevernes vedkommende, men de skal holdes godt adskilt fra
proverne pd mikrotiterpladen.
3.1. 100-200 wl af den genopslemmede pellet afpipetteres i et eppendorfrer.
Glasset opvarmes i 4 min. ved 100°C. Glasset afkeles pd is.
3.2. Der tilszttes en lige sd stor mengde karbonatcoatingbuffer af dobbelt styrke (tilleeg 5). Eppenderfroret rystes.
3.3. 100 wl portioner af praven anbringes pa hver af mindst to brende i mikrotiterpladen. Pladen inkuberes i en time ved 37°C
eller natten over ved 4°C.
3.4. Ekstrakterne heeldes ud af brendene. Brondene vaskes tre gange med PBS-Tween (tilleeg 5). Det sidste hold vaskeoplesning
skal henstd i brendene mindst 5 min.
3.5. Der laves en passende fortynding af Ralstonia solanacearum-antiserum i blokeringsbuffer (tilleeg 5). 100 wl antiserumfor-
tynding overfores til brendene.
Pladen inkuberes i en time ved 37°C.
3.6. Antiseraet hzldes ud af brondene. Brondenen vaskes som ovenfor (punkt 3.4).
3.7. Man laver en passende fortynding af alkalisk fosfatasekonjugat i blokeringsbuffer. 100 ul af konjugatfortyndingen
overfores til brondene.
Pladen inkuberes i en time ved 37°C.
3.8. Konjugatet slds ud af brendene. Brondene vaskes som ovenfor (punkt 3.4 og 3.6).
3.9. Man laver den alkaliske fosfatasesubstratoplesning (tilleg 5). 100 ul overfores til hullerne. Pladen inkuberes i 30-60
minutter i morke ved laboratorietemperatur.
3.10. Absorbansen afleeses ved 409 nm.
Fortolkning af ELISA-test
ELISA-testen er negativ, hvis provens absorbans er < 2 x den negative kontrols absorbans.
ELISA-testen er positiv, hvis provens absorbans er > 2 x den negative kontrols absorbans.
4. PCR-test
Seal et al., 1993
NB: Der skal pa alle trin i tilberedelsen af preven og andre manipulationer med PCR benyttes pipettespidser med
filterprop.
Der laves en opslemning af 10° celler/ml fra en race 3/biovar 2-stamme af Ralstonia solanacearum som positiv kontrol.
Test af kontrollen foretages som for prevernes vedkommende.
4.1. 100 wl af den genopslemmede pellet afpipetteres i et eppendorfraor.

Som alternativ kan 90 ul af den genopslemmede pellet overfores til et eppendorfrer med 10 ul 0,5 M NaOH. Proven
blandes ved, at eppendorfreret vendes gentagne gange.



21.8.98 De Europziske Fallesskabers Tidende L 235/21
4.2. Proven opvarmes i 4 min. ved 100°C. Eppendorfreret afkeles straks pa is.
4.3. Der laves tifoldsfortyndinger, fx 1:10 og 1:100, i sterilt destilleret eller ultrarent vand (UPW).
4.4. PCR-reaktionsvolumen (tilleg 6) laves i et sterilt glas ved tilsztning af folgende bestanddele i nedenstiende rekkefolge:
Til en reaktionsvolumen pa 50 wul
Bestanddel Mengde Slutkoncentration
Sterilt, destilleret vand 30,8 wl-33,8 wl —
eller UPW
10 x PCR-buffer 5,0 wl 1x
d-ATP 1,0 ul 0,2 mM
d-CTP 1,0 pl 02 mM
d-GTP 1,0 wl 0,2 mM
d-TTP 1,0 pl 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 uM) 2,5 ul 1 uM
Primer Y-2 (20 uM) 2,5 wl 1 uM
Tag-polymerase (5 units/ul) 0,2 ul 1,0U
Mengde i alt 45 ul-48 wl
Til flere reaktioner
Mangden af hver bestanddel til det kraevede antal reaktioner beregnes.
Bestanddelene blandes, og 45-48 ul af blandingen overfores til sterile PCR-ror.
Rorerne med PCR-reaktionsvolumet opbevares pd is.
Til en reaktionsvolumen pd 25 ul
Mengderne af bestanddele reduceres proportionalt.
4.5. PCR-forsterkning
4.5.1. Valgmulighed: Pulscentrifugering af glassene med den kogte preve og den positive kontrol.
Der tilsettes i denne rakkefelge 2-5 ul preve(r), vandkontrol og positiv kontrol til glassene med PCR-reaktionsblan-
dingen. Glassene anbringes i PCR-apparatets varmeblok.
4.5.2. Folgende program kores:
1 cyklus pa
i) 2 min. ved 96°C: denaturering af DNA
50 cykler pa
ii) 20 sek. ved 94°C: denaturering
iii) 20 sek. ved 68°C: pdhzftning af primere
iv) 30 sek. ved 72°C: forlengelse af kopi
1 cyklus pa
v) 10 min. ved 72°C: yderligere forleengelse
1 cyklus pa
vi) henstand ved 4°C.
NB: Disse parametre gzlder for en Perkin Elmer 9600. Andre PCR-apparater kreever maske et ovre lag af mineralolie i
PCR-reaktionsglassene og/eller modifikation af varigheden af trin ii), iii) og iv) i forsteerkningsprofilen.
4.5.3. Glassene tages ud af PCR-apparatet. PCR-produktet analyseres. Hvis dette ikke straks finder sted, opbevares glassene ved
4°C for brug samme dag eller ved -18°C for senere brug.
4.6. Analyse af PCR-produktet
PCR-fragmenterne pavises ved agarosegelelektroforese og farvning med ethidiumbromid.
4.6.1. Der laves en agarosegel ved langsomt at bringe agarose i kog i trisacetatelektroforese (TAE)-buffer.
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4.6.2. Den smeltede agarose afkoles til 50-60°C og hzldes i elektroforeseenhedens form, hvorefter kammen indszttes. Man lader
gelen storkne.

4.6.3. Kammen tages ud. Gelen nedsznkes i TAE, siledes at den lige netop er dekket (2-3 mm) af bufferen.

4.6.4. 3 wl draber buffer anbringes pd parafilm. Der tilsettes 12 ul af PCR-produktet fra preverne, den positive kontrol eller
vandkontrollen, og der blandes ved at suge let i pipettespidsen inden pafyldning. De givne mangder kan @ndres, siledes at
de passer til kapaciteten af brendene i agarosegelen.

4.6.5. Gelens brende flydes forsigtigt. Som reference anbringes en egnet DNA-marker i mindst en brend.

4.6.6. Ledningerne mellem stremforsyningen og elektroforeseapparatet forbindes. Man lader gelen lobe ved 5-8 V/cm, indtil
frontindikatoren er 1 ¢cm fra enden af gelen.

4.6.7. Streomforsyningen afbrydes. Ledningerne tages af elektroforeseapparatet. Gelen fjernes forsigtigt. Den nedsznkes i
ethidiumbromidoplesning i 30-45 min.

NB: Man skal altid bere engangshandsker, ndr man hdndterer ethidiumbromid, som er et kraftigt mutagent stof.

4.6.8. Proven affarves i destilleret vand i 10-15 min.

4.6.9. De forsteerkede DNA-fragmenter visualiseres ved UV-gennemlysning. PCR-produktet af Ralstonia solanacearum ved
primer OLI-1 og Y-2 er 288 bp i leengde. Dette kontrolleres i forhold til DNA-markeren og den positive kontrol.

NB: Vandkontrollen skal under alle omstaendigheder vare negativ. Hvis den er positiv, gentages testen.

4.6.10. Gelen fotograferes, hvis der er brug for at bevare resultatet.

4.6.11. Det forsteerkede fragtments agthed bekraftes ved restriktionsenzymanalyse (REA).

4.7. Restriktionsenzymanalyse (REA)

4.7.1. 8,5 wl af PCR-produktet (4.5.3) overfores til et nyt mikroglas. Der tilszttes 1 ul 10x enzymbuffer og 0,5 ul
restriktionsenzym Avall.

4.7.2. Blandingen foretages ved at suge forsigtigt i pipettespidsen. Hvis der stadig er draber pa glassets vaegge, pulscentrifugeres i
en mikrocentrifuge. Glasset inkuberes i en time ved 37°C.

4.7.3. Det destruerede PCR-fragment analyseres ved agarosegelelektroforese som ovenfor (punkt 4.6).

Fortolkning af PCR-testresultatet

PCR-testen er negativ, hvis det karakteristiske 288 bp-fragment ikke pavises, samtidig med at fragmentet pdvises for den
positive kontrolstamme af Ralstonia solanacearum.

PCR-testen er positiv, hvis 288 bp-fragmentet pavises, samtidig med at REA-analysen af det forsterkede fragment er
identisk med den positive kontrolstamme af Ralstonia solanacearum.

5. Dyrkning pa selektivt medie
Elphinstone et al., 1996

5.1. Testen foretages ved en passende fortyndingsudstrygningsmetode, f.eks.:

i) Der laves mindst to tifoldsfortyndninger, dvs. 1:10 og 1:100, af den genopslemmede pellet i pelletbuffer. En afmilt
standardmzngde (50-100 ul) af den genopslemmede pellet og hver fortynding afpipetteres pa et modificeret, selektivt
SMSA-substrat (tilleeg 7) og stryges med en glasstav ud over hele substratets overflade.

Hvis man finder det nyttigt, kan der ogsd foretages en fortynding ved hjzlp af en podendl fyldt med 10 ul af den
genopslemmede pellet. Oskenen skal flamberes mellem strogene.

ii) En afmalt standardmangde (50-100 wl) af den genopslemmede pellet overfores til et modificeret, selektivt
SMSA-medie og stryges med en glasstav ud over hele substratets overflade. Der stryges med staven uden flambering pa
endnu to modificerede SMSA-plader.

5.2. Efter samme fortyndingsudstrygningsmetode udstryges en opslemning af 10° celler/ml fra en race 3/biovar 2-stamme af
Ralstonia solanacearum som positiv kontrol pa en raekke serskilte, modificerede SMSA-plader.

5.3. Pladerne inkuberes ved 28°C. Man begynder at aflzese pladerne efter tre dogn. Hvis de er negative, inkuberes de yderligere
i indtil seks degn. Virulente isolater af Ralstonia solanacearum udvikler mzlkehvide, flade, uregelmaessige og udflydende
kolonier med tydelige rede til violette centre, der viser indre striber eller hvirvler.

5.4. Kolonier med karakteristisk morfologi rendyrkes ved subkultur pa et generelt neringssubstrat (tilleg 1).
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5.5. Renkulturer (afsnit II, punkt 4.1) identificeres, og Ralstonia solanacearum-kulturer bekrezftes ved en patogenitetstest
(afsnit II, punkt 4.3)

Fortolkning af resultatet af selektiv udstrygning

Selektiv udstrygning er negativ, hvis der ikke er isoleret nogen kolonier efter seks degn, eller hvis der ikke er isoleret nogen
karakteristiske kolonier af Ralstonia solanacearum, forudsat at der ikke foreligger mistanke om hzemning ved kolonier af
andre bakterier, og at karakteristiske kolonier af Ralstonia solanacearum er fundet i den positive kontrol.

Selektiv udstrygning er positiv, hvis der isoleres karakteristiske kolonier af Ralstonia solanacearum.

6. Biotest
Janse, 1988

6.1. Der benyttes ti testplanter af modtagelige tomat- eller zgplanter bladstadium 3 til hver prove. Planterne ma ikke vandes de
sidste 24 timer for indpodningen.

6.2. 100 ul genopslemmet pellet fordeles mellem testplanterne. Der indpodes i stenglen mellem kimbladene pa et eller flere
steder.

6.3. Efter samme metode indpodes ti freplanter med en opsleemning af 10° celler/ml fra en race 3/biovar 2-stamme af Ralstonia
solanacearum som positiv kontrol og med pelletbuffer som negativ kontrol. De positive kontrolplanter holdes adskilt fra
de ovrige planter for at undga kontamination.

6.4. Sméplanterne videredyrkes ved en temperatur pa 22°C-28°C, med hgj relativ fugtighed og daglig vanding, i op til fire
uger. Der observeres for udvikling af visnesymptomer, epinasti, klorose og/eller nedsat vaekst.

6.5. Der isoleres fra inficerede planter (afsnit II). Renkulturer med karakteristisk morfologi (afsnit II, punkt 4.1) identificeres,
og Ralstonia solanacearum-kulturer bekreftes ved en patogenitetstest (afsnit II, punkt 4.3).

6.6. Det kontrolleres, at der ikke findes infektion i hold af testplanter, der ikke viser tegn pd infektion. 2 cm over
indpodningsstedet pa hver testplante fjernes et stykke stilk pd 1 cm. Vavene homogeniseres i udblodningsbuffer. Der
foretages fortyndingsudstrygning (punkt 5.1). Hvis resultatet er positivt, identificeres renkulturer med karakteristisk
morfologi (afsnit II, punkt 4.1), og Ralstonia solanacearum-kulturer bekrzftes ved en patogenitetstest (afsnit II,
punkt 4.3).

Fortolkning af resultatet af biotesten

Biotesten er negativ, hvis testplanterne ikke er inficeret med Ralstonia solanacearum, og forudsat at Ralstonia
solanacearum er pdvist i de positive kontrolplanter.

Biotesten er positiv, hvis testplanterne er inficeret med Ralstonia solanacearum.

7. Berigningstest
J. G. Elphinstone et al., 1996

7.1. 100 wl genopsleemmet pellet overferes til 3 ml modificeret SMSA-bouillon (tilleg 7).

7.2. Der inkuberes i 48 timer (men hegjst 72 timer) ved 28°C med glassets prop sat lest pd af hensyn til beluftning.

7.3. Proppen sattes fast, og preven omrystes. Der tages portioner fra til [F-testen (dette afsnit, punkt 2), ELISA-testen (dette
afsnit, punkt 3) og/eller PCR-testen (dette afsnit, punkt 4).

8. Patogenitetstest

Se afsnit II, 4.3.
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Tilleg 1
Medier til isolering og dyrkning af Ralstonia solanacearum
Neringsagar (NA)
Neringsagar (Difco) 23 g
Destilleret vand 11

Der tilberedes medium i kolber pd 1 1 med %2 | medium i hver.
Ingredienserne oploses.
Der steriliseres ved autoklavering ved 121°C i 15 minutter.

Der afkoles til 50°C. Ophzldning pé petriskile.

Ger-pepton-glucoseagar (YPGA)

Gaerekstrakt (Difco) 5g
Bacto-pepton (Difco) 5g
D(+) glucose (monohydrat) 10g
Bacto-agar (Difco) 15¢
Destilleret vand 11

Der tilberedes medium i kolber pd 1 1 med %5 | medium i hver.
Ingredienserne oploses.
Der steriliseres ved autoklavering ved 121°C i 15 minutter.

Der afkoles til 50°C. Ophzldning pé petriskile.

Saccharose-peptonagar (SPA)

Saccharose 20 g
Pepton S5g
K,HPO, 0,5 g
MgSO,-7H,0 0,25 g
Bacto-agar (Difco) 15¢g
Destilleret vand 11

Der tilberedes medium i kolber pd 1 1 med %2 | medium i hver.
Ingredienserne opleses. Om nedvendigt justeres pH til 7,2-7.4.
Der steriliseres ved autoklavering ved 121°C i 15 minutter.

Der afkoles til 50°C. Ophzldning pa petriskale.

Kelmans tetrazolium-medium

Casaminosyrer (Difco) lg
Bacto-pepton (Difco) 10¢g
Dextrose Sg
Bacto-agar (Difco) 15¢
Destilleret vand 11

Der tilberedes medium i kolber pd 1 1 med % | medium i hver.

Ingredienserne opleses. Der steriliseres ved autoklavering ved 121°C i 15 minutter.

Der afkoles til 50°C.

Der tilszettes en filtersteriliseret vandig oplesning af triphenyltetrazoliumchlorid (Sigma), s& der opnds en

slutkoncentration pd 50 mg/l.

Ophzldning pa petriskale.
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Tilleeg 2
Materiale til tilberedning af prever

Udbledningsbuffer: 50 mM phosphatbuffer, pH 7,0

Denne buffer benyttes til udbledning af veev.

Na,HPO, 426 g
KH,PO, 2,72 g
Destilleret vand 11

Ingredienserne opleses, og pH kontrolleres. Der fremstilles oplesninger efter behov. Der steriliseres ved
autoklavering ved 121°C i 15 minutter.

Det anbefales, at der tilszttes 5% Poly Vinyl Pyrolidon-40 000 MWT (PVP-40) ved udferelsen af den
direkte PCR-test for at mindske sandsynligheden for, at aromatiske molekyler i ekstraktet hammer
forstaerkningen.

Det anbefales, at det tilszttes et antiflokkuleringsmiddel, et antiskummiddel eller en antioxidant, ndr der
bruges en Waring Blender- eller Ultra Turrax-homogeniseringsprocedure for udbledning af kartoffelvev.

Lubrolflager 0,5 g/l
DC-siliconeantiskum 1,0 ml/1
Tetranatriumpyrophosphat 1,0 g/l

Der autoklaveres sarskilt. Der tilsettes, til den enskede koncentration opnas.
Pelletbuffer: 10 mM phosphatpuffer pH 7,2

Denne buffer benyttes til genopslemning og fortynding af pellets af kartoffelendeskorper.

Na,HPO,-12 H,0 27 g
Na H,PO,-2H,0 0,4 g
Destilleret vand 11

Ingredienserne opleses, og pH kontrolleres. Der fremstilles oplesninger efter behov.

Der steriliseres ved autoklavering ved 121°C i 15 minutter.
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Tilleg 3

Materiale til IF-testen

IF-buffer: 10 mM saltvand med phosphatbuffer (PBS), pH 7,2

Denne buffer benyttes til fortynding af antisera.

Na,HPO,12H,0 27 g
NaH,PO,-2H,0 0,4 g
NacCl 80¢g
Destilleret vand 11

Ingredienserne opleses, og pH kontrolleres. Der fremstilles oplesninger efter behov.

Der steriliseres ved autoklavering ved 121°C i 15 minuter.
IF-buffer — Tween
Denne buffer benyttes til skylning af objektglas. Der tilszttes 0,1 % Tween 20 til IF-bufferen.

0,1 M Glycerol med phosphatbuffer pH 7,6

Denne buffer benyttes som indlejringsmiddel pa vinduerne i IF-objektglasset for at intensivere fluorescen-

sen.
Na,HPO,12H,0 32¢g
NaH,P0,42H,0 0,15 g
Glycerol 50 ml

Destilleret vand 100 ml
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Tilleeg 4
Bestemmelse af kontaminationen i IF-testen
Overflademal (S) af vindue eller multispot-objektglas

_ch2
=y

hvor D = vinduets diameter.

Synsfeltets (s) overflademal

nd?

g
hvor d = synsfeltets diameter.

d bestemmes enten ved direkte méling eller pd grund af folgende formel:

ni
s = —————
GPK* x4

hvor i = synsfeltkoefficienten (afhaenger af okulartype og varierer fra 8 til 24)

K
G

rorkoefficienten (1 til 1,25)

(objektivets forsterrelse (100 x, 40 x, etc.).

Af (2)

KR4 i

e K

Optelling: antal typisk fluorescerende celler pr. synsfelt (c).

Beregning: antal typisk fluorescerende celler pr. vindue (C).
C=c¢

Beregning: antal typisk fluorescerende celler pr. ml torstofenhed (N).

1000
y

N = Cx x F

hvor y = terstofenhedens volumen pé vinduet, og

F

torstofenhedens oplesningsfaktor

)
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Tilleg 5

Materiale til ELISA-testen

Coating buffer, pH 9,6

N32C03 6,36 g
NaHCO; 11,72 g
Destilleret vand 11

Ingredienserne opleses, og pH kontrolleres. Der fremstilles oplesninger efter behov.
Der steriliseres ved autoklavering ved 121°C i 15 minutter.
Der kan tilsettes natriumsulfit til en slutkoncentration pd 0,2 % som antioxidant, hvis ekstraktet har et

stort indhold af aromatiske molekyler.

10 x saltvand med phosphatbuffer (PBS), pH 7,4

NaCl 80 g
KH,PO, 2g
Na,HPO,-12H,0 29¢g
KCl 2g
Destilleret vand 11

Ingredienserne opleses, og pH kontrolleres. Der fremstilles oplesninger efter behov.

Der steriliseres ved autoklavering ved 121°C i 15 minutter.

Saltvand med phosphatbuffer-Tween (PBS-T)

10 x PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Destilleret vand 895 ml

Blokerende (antistof) buffer (skal vaere frisklavet)
10 x PBS 10 ml
Polyvinylpyrolidon-440 000 MWT (PVP-44) 2g

10 % Tween 20 0,5¢g
Mezlkepulver 0,5¢g
Destilleret vand til 100 ml

Alkalisk phosphatasesubstratoplesning pH 9,8
Diethanolamin 97 ml
Destilleret vand 800 ml

Der blandes og justeres til pH 9,8 med koncentreret HCL.
Der fyldes op til 1 | med destilleret vand.
Der tilszettes 0,2 g MgCl,.

2 phosphatasesubstrattabletter (5 mg) (Sigma) opleses pr. 15 ml oplesning.
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Tilleg 6

Materiale til PCR-testen

Oligonucleotid primersekvens:
Primer OLI-1 5'-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3’
Primer Y-2 5'CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’

Materialer: se Seal et al., 1993

Tilleg 7

Materiale til dyrkning pa selektivt substrat og berigningstest

SMSA selektivt medium (Engelbrecht, 1994, som @ndret ved Elphinstone et al., 1996)

Grundmedium

Casaminosyrer (Difco) lg
Bacto-pepton (Difco) 10 g
Glycerol 5 ml
Agar (Difco) 15¢g
Destilleret vand 11

Der tilberedes medium i kolber pa 1 1 med % | medium i hver.

Ingredienserne opleses, og pH kontrolleres. Om nedvendigt justeres pH til 6,5 inden autoklavering.
Ralstonia solanacearum gror darligt pd mediet ved pH > 7,0.

Der steriliseres ved autoklavering ved 121°C i 15 minutter.

Der nedkeles til 50°C.

Folgende ingredienser tilsettes (alle fra Sigma), sd de angivne slutkoncentrationer opnas:

Krystalviolet 5 mg/l
Polymixin B sulfat 100 mg/l (ca. 600 000 enheder) Sigma P-1004
Bacitracin (*) 25 mg/l (ca. 1250 enheder) Sigma P-0125
Chloramphenicol 5 mg/l Sigma C-3175
Penicilin-G 0,5 mg/l (ca. 825 enheder) Sigma P-3032
Tetrazoliumsalte 50 mg/l

Ingredienserne opleses i 70 % ethanol til de koncentrationer, der folger af den tilberedte mediemangde.
Nogle ingredienser, fx polymixin B og chloramphenicol, krever en let opvarmning og skal omrystes.

SMSA-bouillon (Elphinstone et al., 1996)
Tilberedningen foregir som for det selektive SMSA-medium, men agaren eller tetrazoliumsalte udelades.

Heldes i 30 ml Universal-glas til engangsbrug i 3 ml aliquoter.

(*) Hvis det findes nedvendigt, kan en foregelse af bacitracin-koncentrationen til 300 ppm mindske forurening med
raddbakterier uden at haemme Ralstonia solanacearum.
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1.

BILAG III

I ethvert tilfelde af mistanke om forekomst, hvor screening efter den relevante metode i bilag II for det
nzevnte plantemateriales vedkommende eller i alle andre tilfelde efter en officielt godkendt metode har
givet positivt resultat, og der afventes bekraftelse eller afkreftelse efter gennemforelsen af den navnte
metode, tilbageholdes nedennavnte og opbevares hensigtsmassigt:

— s& vidt muligt partiet eller en del af partiet (hvorfra preven er taget) i originalemballage med
etiket

— sa vidt muligt den resterende del af preverne

— eventuelt resterende ekstrakt og andet materiale forberedt til screening, f.eks. objektglas til immuno-
fluorescens

og
— al relevant dokumentation

indtil nzevnte metode er gennemfort.

. Ved bekreftelse af skadegorerens tilstedevearelse tilbageholdes nedennzvnte og opbevares hensigts-

maessigt:
— det i punkt 1 nevnte materiale, og

— hvor relevant en prove af det inficerede tomat- eller auberginemateriale, som blev podet med knold-
eller planteekstraktet, og

— den isolerede kultur med skadegoreren

i mindst en maned efter den i artikel 3, stk. 2, omhandlede meddelelsesprocedure.
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BILAG 1V

Elementerne i forbindelse med den undersogelse, der omhandles i artikel 5, stk. 1, litra a), nr. i), skal
omfatte:

i)

produktionssteder:

og

hvor der bliver eller har veret dyrket kartofler, der er klonbesleegtede med kartofler, som er fundet
kontamineret med skadegeoreren

hvor der bliver eller har varet dyrket tomater, der kommer fra samme kilde som tomater, der er
fundet kontamineret med skadegereren

hvor der bliver eller har varet dyrket kartofler eller tomater, som har veret sat under officielt tilsyn
pd grund af mistanke om skadegererens forekomst

hvor der bliver eller har varet dyrket kartofler, der er klonbeslaegtede med kartofler, som er blevet
dyrket pa produktionssteder, der er fundet kontamineret med skadegoreren

hvor der er kartofler eller tomater i veaekst, der befinder sig i nzrheden af kontaminerede
produktionssteder, herunder produktionssteder, som direkte eller via en maskinstation deler produk-
tionsudstyr- og anleg

hvor der benyttes overfladevand til vanding eller sprojtning fra kilder, for hvilke der enten foreligger
en bekreftelse af eller en mistanke om, at de er kontamineret med skadegereren

hvor der benyttes overfladevand til vanding eller sprejtning fra kilder, der bruges i fellesskab med
produktionssteder, for hvilke der enten foreligger en bekreftelse af eller en mistanke om, at de er
kontamineret med skadegoreren

som er eller har varet oversvemmet med overfladevand, for hvilket der foreligger en bekreftelse af
eller en mistanke om, at det er kontamineret med skadegoreren

overfladevand, der benyttes til vanding eller sprojtning af eller som har oversvemmet marker eller
produktionssteder, for hvilke der foreligger en bekreftelse af, at de er kontamineret med skade-
goreren.
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BILAG V

Elementerne til bestemmelserne af den sandsynlige kontaminerings omfang, jf. artikel 5, stk. 1, litra a),
nr. iii), og artikel 5, stk. 1, litra c), nr. iii), skal, hvor dette er relevant, omfatte:

— det nzvnte plantemateriale, som dyrkes pd et produktionssted, der er erkleret kontamineret efter
artikel 5, stk. 1, litra a), nr. ii)

— produktionssteder med en produktionsforbindelse til det navnte plantemateriale, der er erklaeret
kontamineret efter artikel 5, stk. 1, litra a), nr. ii), herunder produktionssteder, som direkte eller via
en maskinstation deler produktionsudstyr- og anleg

— det nzevnte plantemateriale, som produceres pa de produktionssteder, der omhandles i det foregdende
led, eller som befandt sig pd sidanne produktionssteder i den periode, hvor det nzvnte plantemate-
riale, der er erkleret kontamineret efter artikel 5, stk. 1, litra a), nr. ii), var pa de produktionssteder,
der omhandles i forste led

— lagre, som handterer det nevnte plantemateriale fra ovennaevnte produktionssteder

— maskiner, keretojer, fartojer, lagre eller enheder heraf og alle andre genstande, herunder emballage,
der kan have veret i kontakt med det nevnte plantemateriale, der er erkleret kontamineret efter
artikel 5, stk. 1, litra a), nr. ii)

— det nzevnte plantemateriale, der opbevares i eller er i kontakt med noget af det i det foregdende led
ombhandlede, inden dette er blevet rengjort og desinficeret

— som resultat af undersogelse og test, jf. artikel 5, stk. 1, litra a), nr. i), for kartoflers vedkommende
knolde eller planter med klonslegtskab pa sester- eller forzldreniveau og for tomaters vedkommende
planter med samme kilde som det nevnte plantemateriale, der er erkleret kontamineret efter
artikel 5, stk. 1, litra a), nr. ii), og for hvilke det, selv om de er undersogt for skadegoreren og fundet
negative, alligevel ser ud til, at kontaminering er sandsynlig via en klonforbindelse

— produktionssteder med det navnte plantemateriale, der omhandles i det foregiende led

— produktionssteder med det navnte materiale, som benytter vand til vanding eller sprojtning, der er
erkleret kontamineret efter artikel 5, stk. 1, litra c), nr. ii)

— det nzevnte plantemateriale, som er produceret pd marker, der er oversvemmet med overfladevand,
for hvilket der foreligger en bekraftelse af, at det er kontamineret med skadegereren.

Bestemmelsen af mulig spredning, jf. artikel 5, stk. 1, litra a), nr. iv), og artikel 3, stk. 1, litra ¢), nr. iii),
skal omfatte:

i) for tilfelde som omhandlet i artikel 5, stk. 1, litra a), nr. iv), tages folgende i betragning:
— afstanden til andre produktionssteder, der dyrker det navnte plantemateriale
— felles produktion og anvendelse af leeggekartoffelmateriale
— produktionssteder, som benytter overfladevand til vanding eller sprojtning af det nzvnte
plantemateriale, i tilfelde, hvor der er eller har vearet risiko for overfladevandsafstremning fra

eller oversvommelse af produktionssteder, der er erkleret kontamineret efter artikel 5, stk. 1,
litra a), nr. ii)

ii) for tilfzelde, hvor overfladevand er erkleret kontamineret efter artikel 5, stk. 1, litra ¢), nr. ii):

— produktionssteder, som producerer det navnte plantemateriale og steder op til eller risikerer at
blive oversvemmet af overfladevand, der er erkleeret kontamineret

— eventuelt sarskilt vandingsbassin, som har tilknytning til overfladevand, der er erklaeret kontami-
neret.
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Oplysningerne i den meddelelse, der omhandles i artikel 5, stk. 2, forste afsnit, skal omfatte:

dato for indberetning af mistanke om forekomst efter artikel 4 og dato for prevetagning og eventuel
bekreftelse af skadegorerens forekomst efter artikel 5

en beskrivelse af de nermere enkeltheder vedrerende den erklerede kontaminering og zoneaf-
graensning.

Den supplerende meddelelse, der er navnt i artikel 5, stk. 2, andet afsnit, skal omfatte folgende
oplysninger:

for kartoffelsendinger eller -partier, der er erkleret kontamineret, de certifikater, der foreskrives i
artikel 7 og 8 i direktiv 77/93/EQF, eller henholdsvis plantepasnummer eller registreringsnummer for
kartoffelavlere, felleslagre og forsendelsescentre

for tomatplantesendinger eller -partier, der er erkleret kontamineret, de certifikater, der foreskrives i
artikel 7 og 8 i direktiv 77/93/EQF, samt plantepasnummer i henhold til del A, afsnit I, punkt 2.2, i
bilag V til direktiv 77/93/EQF

sortsnavn og -kategori for laeggekartoffelmateriale og om muligt i alle andre tilfeelde

andre oplysninger om den erklerede kontaminering, som Kommissionen mdtte enske.
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4.1.

BILAG VI

Vedrerende artikel 6, stk. 1, gelder folgende bestemmelser:
— forbreending, eller

— anvendelse til foder efter en varmebehandling, som sikrer, at der ikke er nogen risiko for, at
skadegareren overlever, eller

— dyb nedgravning pa et sted, hvor der ikke er nogen risiko for udsivning til landbrugsjord eller
kontakt med vandkilder, som kunne benyttes til vanding af landbrugsjord, eller

— industriel forarbejdning ved direkte, gjeblikkelig levering til et forarbejdningsanleeg med officielt
godkendte faciliteter til bortskaffelse af affald, som er i overensstemmelse med bilag VII, eller

— andre foranstaltninger, forudsat at det er blevet fastsldet, at der ikke er nogen péaviselig risiko for,
at skadegoreren spredes; sidanne foranstaltninger skal straks meddeles Kommissionen og de ovrige
medlemsstater.

Den korrekte brug eller bortskaffelse af det nevnte plantemateriale, jf. artikel 6, stk. 2, under tilsyn af
de(n) pdgeldende medlemsstat(er)s officielle ansvarlige organer og med passende kommunikation
mellem de officielle ansvarlige organer for at sikre sidant tilsyn pa ethvert tidspunkt og godkendelse
fra det officielle ansvarlige organ i den medlemsstat, hvor kartoflerne skal pakkes eller forarbejdes, for
sd vidt angdr de i forste og andet led omhandlede faciliteter til bortskaffelse af affald er folgende:

i) for kartoffelknolde:

— brug som spisekartofler til konsum efter pakning pa steder med passende faciliteter til
bortskaffelse af affald, sd de er klar til direkte levering og brug uden ompakning, og er bestemt
til sddan direkte levering og brug, eller

— brug som kartofler til industriel forarbejdning og bestemt til direkte, ojeblikkelig levering til et
forarbejdningsanleg med passende faciliteter til bortskaffelse af affald, eller

— anden brug eller bortskaffelse, safremt det er fastslaet, at der ikke er nogen paviselig risiko for,
at skadegoreren spredes, og forudsat at de nevnte officielle ansvarlige organer giver deres
godkendelse. Sddanne foranstaltninger skal straks meddeles til Kommissionen og de ovrige
medlemsstater

ii) for andre plantedele, herunder stykker af stilk og blade:
— destruktion, eller
— anden brug eller bortskaffelse, sdfremt det er fastsldet, at der ikke er nogen pdviselig risiko for,

at skadegoreren spredes; sidanne foranstaltninger skal meddeles Kommissionen og de ovrige
medlemsstater.

De egnede metoder til dekontaminering af de genstande, der omhandles i artikel 6, stk. 3, er rengoring
og nér relevant desinficering, siledes at der ikke er nogen paviselig risiko for, at skadegereren spredes,
og metoderne skal folges under tilsyn af medlemsstaternes officielle ansvarlige organer.

Den rzekke foranstaltninger, der skal gennemfores af medlemsstaterne i afgreensede zoner som fastsat i
artikel 5, stk. 1, litra a), nr. iv), og litra ¢), nr. iii), og omhandlet i artikel 6, stk. 4, omfatter:

I tilfelde, hvor produktionssteder er erkleret kontaminerede efter artikel 5, stk. 1, litra a), nr. ii):

a) ien mark eller enhed med beskyttet planteproduktion, der er erkleeret kontamineret efter artikel 5,
stk. 1, litra a), nr. ii), gelder folgende:
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i) i mindst fire vaekstar efter erkleringen om kontaminering

— skal der treffes foranstaltninger til at eliminere gengroninger og selvsiede tomatplanter

eller andre vertsplanter for skadegoreren, herunder ukrudt af natskyggefamilien, og

ma der ikke udplantes folgende:

— kartoffelknolde eller planter

— tomatplanter og -fro

— under hensyntagen til skadegorerens biologi:
— andre vertsplanter

— planter af sleegten Brassica, for hvilke der er en pavist risiko for, at skadegoreren
kan overleve

— afgreder, for hvilke der er en dbenbar risiko for, at skadegoreren kan spredes

i den forste kartoffel- eller tomatdyrkningssaeson efter den i foregdende led naevnte periode,
dog pé betingelse af, at marken er fundet fri for gengroninger og selvsiede tomatplanter
eller andre vertsplanter, herunder ukrudt af natskyggefamilien, i mindst to pd hinanden
folgende veekstar forud for udplantning

— ma der for kartoflers vedkommende kun legges officielt certificerede leeggekartofler til
produktion af spise-, foder- eller industrikartofler, og

— skal der foretages en officiel undersogelse omfattende test som beskrevet i artikel 2,
stk. 1

i den kartoffel- eller tomatdyrkningssason, der folger efter den i foregidende led navnte
periode, og efter et passende sadskifte, legges for kartoflers vedkommende officielt
certificerede leeggekartofler til avl af leeggekartofler eller andre kartofler, og der skal for
sdvel kartoflers som tomaters vedkommende foretages en officiel undersegelse som beskre-
vet i artikel 2, stk. 1

eller

ii) i de fem vaekstdr, der folger efter erkleringen om kontaminering

— skal der treffes foranstaltninger til at eliminere gengroninger og selvsiede tomatplanter

eller andre vertsplanter for skadegoreren, herunder ukrudt af natskyggefamilien, og

skal marken i de forste tre dr etableres og holdes enten som helbrak eller med korn, alt
efter den paviste risiko, eller vedvarende grees med hyppige, dybe slet eller intensiv
graesning eller som graes til froavl efterfulgt af udplantning i de to felgende ar med
ikke-vaertsplanter for skadegereren, for hvilke der ikke er nogen pavist risiko for, at
skadegoreren kan overleve eller spredes

i den forste kartoffel- eller tomatdyrkningssaeson efter den i foregdende led naevnte
periode

— ma der for kartoflers vedkommende kun leegges officielt certificerede leeggekartofler til
avl af leggekartofler eller andre kartofler

og der skal foretages en officiel undersogelse omfattende en test som beskrevet i artikel 2,
stk. 1

b) pa andre marker:

— i det veekstér, der folger efter erkleringen om kontaminering:

— maé der ikke udplantes kartoffelknolde eller -planter eller andre vertsplanter for skadegore-

ren, og der skal treeffes foranstaltninger til at eliminere gengroninger og selvsiede tomat-
planter og andre veartsplanter, herunder, hvor relevant, ukrudt af natskyggefamilien, eller

— maé der for kartoffelknoldes vedkommende kun legges officielt certificerede leeggekartofler

til avl af spise-, foder- eller industrikartofler, forudsat at de officielle ansvarlige organer
finder det godtgjort, at risici for gengroninger og selvsiede tomatplanter eller andre
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veertsplanter for skadegereren, herunder ukrudt af natskyggefamilien, er elimineret. Afgro-
der i vakst skal inspiceres pa passende tidspunkter, og gengroninger skal testes for
skadeggareren; for kartoflers vedkommende skal ogsd hestede knolde inspiceres

— i det forste vaekstar efter det i forste led nzevnte vaekstir:

— maé der for kartoflers vedkommende kun legges officielt certificerede leggekartofler til avl
af leggekartofler eller andre kartofler

— i mindst det andet vakstar efter det i forste led nevnte vaekstir:

— m4d der for kartoflers vedkommende kun legges officielt certificerede leggekartofler eller
leggekartofler, der er dyrket under officielt tilsyn af officielt certificerede leeggekartofler, til
avl af leggekartofler eller andre kartofler

— i hvert af de i de foregdende led naevnte veekstdr skal der treeffes foranstaltninger til at eliminere
gengroninger og selvsdede tomatplanter eller andre vertsplanter for skadegoreren, herunder
ukrudt af natskyggefamilien, og der skal foretages en officiel undersogelse som beskrevet i
artikel 2, stk. 1; i tilfeelde, hvor der er lagt laeggekartofler til leggekartoffelavl, skal der
foretages test af knolde

¢) straks efter erkleringen om kontaminering efter artikel 5, stk. 1, litra a), nr. ii), og i hvert af de
folgende veekstar til og med den forste kartoffel- eller tomatdyrkningssason, som er tilladt pa
marker, der er erkleret kontaminerede som beskrevet i litra a):

— skal alle maskiner og lagerfaciliteter pa produktionsstedet, der indgdr i kartoffel- eller tomatavl,
rengores og, hvor relevant, desinficeres efter passende metoder som beskrevet i punkt 3

— skal der indferes officiel kontrol med vandings- og sprejteprogrammer, herunder eventuelt
forbud mod vanding og sprejtning, for at hindre, at skadegoreren spredes

d) i en enhed med beskyttet planteproduktion, der er erkleret kontamineret efter artikel 5, stk. 1,
litra a), nr. ii), hvor det er muligt at udskifte veekstmediet fuldstendigt:

— mda der ikke udplantes nogen kartoffelknolde eller -planter eller andre vertsplanter for
skadegoreren, herunder tomatplanter og -fre, medmindre naevnte enhed har veret underkastet
foranstaltninger under officielt tilsyn til at eliminere skadegereren og fjerne alt vartsplante-
materiale, herunder i det mindste en fuldsteendig udskiftning af veekstmedium samt rengering
og hvor relevant desinficering af navnte enhed og alt udstyr, siledes at enheden derefter fra de
officielle ansvarlige organer har fiet godkendelse til at procedure kartofler eller tomater, og

— for kartoffelavls vedkommende skal denne produktion vere fra officielt certificerede leeggekar-
tofler eller fra miniknolde eller mikroplanter hidrerende fra testet materiale

— skal der indferes officiel kontrol med vandings- og sprejteprogrammer, herunder eventuelt

forbud mod vanding og sprejtning, for at hindre, at skadegoreren spredes.

4.2. Uden at dette bererer foranstaltningerne i punkt 4.1, skal medlemsstaterne i en afgraenset zone:

a) straks og i mindst tre vaekstdr efter erkleeringen om kontaminering:

aa) i tilfelde, hvor den afgrensede zone er bestemt efter artikel 5, stk. 1, litra a), nr. iv)

— drage omsorg for, at deres officielle ansvarlige organer forer tilsyn med foretagender, som
dyrker, opbevarer eller hdndterer kartoffelknolde eller tomater, sdvel som med foretagen-
der, der arbejder med maskiner til kartoffel- eller tomatavl som maskinstation

— kraeve rengering og, hvor relevant, desinficering af sidanne foretagenders maskiner og
lagre ved brug af passende metoder som beskrevet i punkt 3
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— kraeve, at der kun udplantes certificerede lzeggekartofler eller leggekartofler dyrket under
officielt tilsyn til al kartoffeldyrkning i zonen, og at leggekartoffelafgraden, der er dyrket
pa produktionssteder, der er erkleret sandsynligvis kontamineret i henhold til artikel 3,
stk. 1, litra a), nr. iii), testes efter hosten

— kraeve, at indhestet leggekartoffelmateriale handteres adskilt fra andet kartoffelmateriale
pa alle foretagender i zonen

— foretage en officiel undersogelse som beskrevet i artikel 2, stk. 1

ab) i tilfeelde, hvor overfladevand er erkleret kontamineret efter artikel 5, stk. 1, litra c), nr. ii),
eller indgér i de elementer, der giver mulighed for spredning af skadegoreren efter bilag V,
punkt 2

— foretage en arlig undersogelse pa passende tidspunkter, herunder provetagning af overfla-
devand og passende vertsplanter af natskyggefamilien i de pagzldende vandkilder samt
test efter metoderne, hvor der anvendes elementer fra flowdiagrammet i bilag II

— for det nezvnte plantemateriale, efter den relevante metode i bilag II, eller
— i andre tilfzlde, efter enhver anden officielt godkendt metode

— indfere officiel kontrol med vandings- og sprejteprogrammer, herunder forbud mod
benyttelse af vand, der er erklaret kontamineret, til vanding eller sprojtning af det nzvnte
materiale og, hvor relevant, andre vertsplanter, for at hindre, at skadegoreren spredes. Et
sddant forbud kan tages op til fornyet overvejelse ud fra resultaterne af ovennzvnte arlige
undersogelse

— 1| tilfelde, hvor udledninger af spildevand er kontaminerede, indfere officiel kontrol med
bortskaffelse af affald fra industrielle forarbejdnings- eller pakkevirksomheder, der hdndte-
rer det navnte materiale

b) eventuelt indfere et program til udskiftning af alt materiale af leeggekartofler i lobet af en rimelig

tid.
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BILAG VII

De officielt godkendete faciliteter til bortskaffelse af affald, der omhandles i bilag VI, punkt 1, fjerde led, skal
vere i overensstemmelse med nedenstdende bestemmelser, siledes at risikoen for spredning af skadegoreren
undgés:

i) affald fra forarbejdning af kartofler og tomater (herunder kasserede kartofler og skreller samt tomater)
og alt andet fast affald i forbindelse med kartoflerne og tomaterne skal bortskaffes ved:

— dyb nedgravning pé et sted, hvor der ikke er nogen risiko for udsivning til landbrugsjord eller

kontakt med vandkilder, som kunne benyttes til vanding af landbrugsjord. Affaldet skal fores direkte
til det sted pa sa sikre betingelser, at der ikke er nogen risiko for tab af affaldet, eller

— forbraending

ii) flydende affald fra forarbejdning: inden flydende affald, der indeholder opslemmede faste stoffer,
bortskaffes, skal det filtreres eller gennemgd faeldningsprocesser, siledes at sidanne faste stoffer fjernes.
De faste stoffer skal bortskaffes som beskrevet i nr. i).

Derefter skal det flydende affald

— opvarmes til mindst 70 °C i mindst 30 minutter inden bortskaffelsen

eller

— bortskaffes pd anden vis, forudsat at det sker efter officiel godkendelse og under officielt tilsyn,
siledes at der ikke er nogen fare for, at affaldet kan komme i kontakt med landbrugsjord eller
vandkilder, som kunne benyttes til vanding af landbrugsjord. Enkelthederne herom skal meddeles de
ovrige medlemsstater og Kommissionen.




