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(Retsakter, hvis offentliggerelse er obligatorisk)

KOMMISSIONENS DIREKTIV 2006/56/EF
af 12. juni 2006

om endring af bilagene til Radets direktiv 93/85/EQF om bekampelse af kartoflens ringbakteriose

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Feellesskab,

under henvisning til Radets direktiv 93/85/EQF af 4. oktober
1993 om bekampelse af kartoflens ringbakteriose (1), serlig arti-
kel 12, og

ud fra folgende betragtninger:

(1) En af de vigtigste kartoffelskadegarere er Clavibacter michi-
ganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spieckermann
et Kotthoff) Davis et al., som er det patogen, der forar-
sager kartoffelringbakteriose (i det folgende benavnt
»skadegarerenc).

(2)  Skadegoreren forekommer fortsat i visse dele af
Fellesskabet.

(3)  Ved direktiv 93/85/EQF er der fastsat detaljerede foran-
staltninger, der skal traffes i medlemsstaterne over for ska-
degoreren med henblik pd at lokalisere denne og
bestemme dens udbredelse, forhindre dens forekomst og
spredning og, hvis den konstateres, forhindre dens spred-
ning og bekeempe den med henblik pé at udrydde den.

(4 Siden da er vores viden om skadegererens biologi samt
om procedurer til pavisning og identifikation heraf blevet
betydeligt storre. Endvidere viser praktiske erfaringer fra
bekampelsen af skadegereren, at der er behov for at revi-
dere en rakke tekniske bestemmelser vedrerende
bekampelsesforanstaltningerne.

(5)  Pa grundlag af denne udvikling er det nedvendigt at revi-
dere og opdatere foranstaltningerne i bilagene til direktiv
93/85EQF.

() EFT L 259 af 18.10.1993, s. 2.

(6)  Med hensyn til procedurerne til pavisning og identifika-
tion medtages nyudviklede procedurer sdsom fluoresce-
rende in situ-hybridisering (FISH) og polymerase-
kadereaktion (PCR) samt forbedringer af en rakke
tekniske elementer i den eksisterende procedure til pavis-
ning og identifikation.

(7)  Med hensyn til de tekniske elementer i bekeempelsesforan-
staltningerne indferes der forbedrede bestemmelser om
metoden til opbevaring af analyserede prover for at sikre,
at skadegoreren kan tilbagespores, om de elementer, der
er nodvendige for at bestemme omfanget af den sandsyn-
lige kontaminering, om indholdet af meddelelsen om
bekraftet forekomst af skadeggreren og det pdgaldende
kontaminerede omride samt om foranstaltninger, der skal
gennemfores pd produktionssteder, der er erklaret konta-
mineret, og i de afgrensede omrader.

(8)  Foranstaltningerne i dette direktiv er i overensstemmelse
med udtalelse fra Den Stdende Komité for
Plantesundhed —

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

Bilagene til direktiv 93/85/EQF erstattes af teksten i bilaget til
narvaerende direktiv.

Artikel 2

1. Medlemsstaterne vedtager og offentliggor senest den
31. marts 2007 de love og administrative bestemmelser, der er
nedvendige for at efterkomme dette direktiv. De tilsender straks
Kommissionen disse bestemmelser med en sammenligningsta-
bel, som viser ssmmenhangen mellem de pdgaldende bestem-
melser og dette direktiv.

De anvender disse bestemmelser fra den 1. april 2007.

Bestemmelserne skal ved vedtagelsen indeholde en henvisning til
dette direktiv eller skal ved offentliggerelsen ledsages af en sddan
henvisning. De narmere regler for henvisningen fastsattes af
medlemsstaterne.
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2. Medlemsstaterne tilsender straks Kommissionen de vigtig- Artikel 4
ste nationale bestemmelser, som de udsteder pd det omrade, der
er omfattet af dette direktiv. Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Artikel 3 Udferdiget i Bruxelles, den 12. juni 2006.

Pd Kommissionens vegne

Dette direktiv treeder i kraft pd tredjedagen efter offentliggorel- Markos KYPRIANOU
sen i Den Europeiske Unions Tidende. Medlem af Kommissionen
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BILAG I

PROTOKOL TIL DIAGNOSTICERING, PAVISNING OG IDENTIFIKATION AF RINGBAKTERIOSE,
CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. ssp. SEPEDONICUS (Spieckermann et Kotthoff)
Davis et al.

OMRADE
Denne protokol beskriver de forskellige procedurer, der indgér i:
i)  diagnosticering af ringbakteriose i kartoffelknolde og -planter
ii)  pavisning af Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus i prover af kartoffelknolde og -planter

i) identifikation af Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus).

GENERELLE PRINCIPPER

I tilleggene findes optimerede protokoller for de forskellige metoder, validerede reagenser og narmere oplysninger om
forberedelse af prove- og kontrolmateriale. [ tilleg 1 findes en liste over de laboratorier, der har deltaget i optimering
og validering af protokoller.

Eftersom protokollerne omfatter pavisning af en skadegerer, der er omfattet af reglerne om karantzne, og indebzrer anven-
delse af levedygtige kulturer af C. m. subsp. sepedonicus som kontrolmateriale, er det nedvendigt at gennemfore procedu-
rerne under karantane pd passende betingelser med hensigtsmaessige faciliteter til bortskaffelse af affald og i henhold til
betingelserne i relevante tilladelser, der er udstedt af de officielle plantekarantanemyndigheder.

Testparametrene skal sikre konsekvent og reproducerbar pavisning af mengden af C. m. subsp. sepedonicus pé de terskel-
vardier, der er fastsat for de valgte metoder.

Det er af afgorende betydning, at positive kontroller forberedes preacist.

Test i henhold til de fastsatte taerskelvaerdier forudsatter endvidere, at udstyr er korrekt indstillet, vedligeholdt og kalibre-
ret, at reagenser handteres og opbevares omhyggeligt, og at alle foranstaltninger traffes for at undga, at prever kontami-
nerer hinanden, feks. ved at positive kontroller holdes adskilt fra forberedte prover. Der skal anvendes
kvalitetskontrolstandarder for at undgd administrative eller andre fejl, navnlig med hensyn til maerkning og dokumentation.

Formodet forekomst, jf. artikel 4, stk. 2, i direktiv 93/85/EQF, forudsztter et positivt resultat ved diagnose- eller screening-
test af en prove som narmere angivet i flowdiagrammer.

Hvis den forste screeningtest (IF eller PCR/FISH) er positiv, er der mistanke om Cms-kontaminering, og der skal gennem-
fores endnu en screeningtest. Hvis den anden screeningtest er positiv, er mistanken bekraftet (formodet forekomst), og
testen i henhold til protokollen skal fortsattes. Hvis den anden screeningtest er negativ, anses proven for ikke at vare
kontamineret med Cms.

Ved en positiv [F-test, jf. artikel 4, stk. 2, forstds sdledes et positivt [F-resultat bekraftet ved endnu en screeningtest
(PCR[FISH).

Bekraftet forekomst, jf. artikel 5, stk. 1, i direktiv 93/85/EQF, forudsztter isolering og identifikation af en renkultur af
C. m. subsp. sepedonicus med bekraftelse af patogenitet.

1. FLOWDIAGRAM

1.1. Protokol til pdvisning og diagnosticering af ringbakteriose i kartoffelknolde og -planter med symptomer
pé ringbakteriose

Testproceduren er beregnet til kartoffelknolde og -planter med symptomer, der er typiske for ringbakteriose eller
giver mistanke om ringbakteriose. Den omfatter en hurtigscreeningtest, isolering af patogenet fra inficeret karvaev
pa diagnostiske medier og i tilfelde af positivt resultat identifikation af kulturen som C. m. subsp. sepedonicus.
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Kartoffelknold(e) eller kartoffelplante(r) med symptomer,
der giver mistanke om ringbakteriose (')

<>—[ HURTIG DIAGNOSETEST (?) )
( PRINCIPIEL ISOLATIONSTEST (%) )
( Kolonier med typisk morfologi (*) )

C.m. subsp. sepedonicus ikke pavist
< NEJ (°) Praven er ikke inficeret med
C.m. subsp. sepedonicus

JA

( Rendyrkning )
( IDENTIFIKATIONSTEST (°) )—<>—( PATOGENITETSTEST () )

Begge test bekraefter renkulturen som
C.m. subsp. sepedonicus

‘ NEJ Proven er ikke inficeret med

C.m. subsp. sepedonicus

Prgven er inficeret med
C.m. subsp. sepedonicus

M Symptomerne er beskrevet i afsnit 2.

(®  Egnede tester:

— IF-test (afsnit 4),
— PCR-test (afsnit 6),
— FISH-test (afsnit 5).

(®  Skent isolering af patogenet fra plantemateriale med typiske symptomer ved pladespredning af forskellige fortyndinger er ligetil, kan
dyrkningen dog sla fejl pa fremskredne infektionsstadier. Bladradsbakterier, der vokser pa sygt veev, kan vokse steerkere end eller
heemme patogenet pa dyrkningsmediet. Det anbefales derfor at anvende savel non-selektive som selektive medier, helst MTNA
(afsnit 8) eller biotest (afsnit 7).

Den typiske kolonimorfologi er beskrevet i afsnit 8.

Huvis isoleringstesten er negativ, men sygdomssymptomerne typiske, skal isoleringen gentages.

Palidelig identifikation af en renkultur af C. m. subsp. sepedonicus opnas ved anvendelse af de test, der er angivet i afsnit 9.
Patogenitetstesten er beskrevet i afsnit 10.
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1.2. Protokol til pivisning og identifikation af Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus i prever af
symptomfrie kartoffelknolde

Princip

Testproceduren er beregnet til pavisning af latente infektioner i kartoffelknolde. Et positivt resultat fra mindst to
screeningtest baseret pé forskellige biologiske principper skal suppleres med isolering af patogenet med efterfol-
gende bekraftelse af en renkultur som C. m. subsp. sepedonicus, hvis der er tale om isolering af typiske kolonier. Et
positivt resultat fra kun én af screeningtestene er ikke tilstraekkeligt til, at proven kan anses for at vare under
mistanke.

Screeningtest og isolationstest skal muliggare pavisning af 10 til 10* celler/ml resuspenderet pellet, der er med-
taget som positive kontroller i hver testserie.
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( Prgve af kartoffelknolde (")
I
( Ekstraktion og opkoncentrering af patogenet (?)

PRINCIPIEL SCREENINGTEST (%)
IF-test (*)/PCR-test (°)/FISH-test ()

( Forste screeningtest (°) )

— U

C.m. subsp. sepedonicus ikke pavist
Proven er ikke inficeret med
C.m. subsp. sepedonicus

( Anden screeningtest (°) )

( Selektiv isolering (") og biotest (%)

[ Kolonier med typisk morfologi (°)

C.m. subsp. sepedonicus ikke pavist
Proaven er ikke inficeret med
C.m. subsp. sepedonicus

—/

—/

C.m. subsp. sepedonicus ikke pavist
Proven er ikke inficeret med
C.m. subsp. sepedonicus

( Rendyrkning )

( IDENTIFIKATIONSTEST (') )—%>—( PATOGENITETSTEST ('?) ]

Begge test bekraefter renkulturen som
C.m. subsp. sepedonicus

‘ Prgven er ikke inficeret med
C.m. subsp. sepedonicus

Prgven er inficeret med
C.m. subsp. sepedonicus
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" Standardprovestgrrelse er 200 knolde, dog kan proceduren tilige anvendes med mindre praver, hvis der ikke er 200 knolde til
radighed.

(®  Metoder til patogenekstraktion og -opkoncentrering er beskrevet i afsnit 3.1.

(®  Hvis mindst to test baseret pa forskellige biologiske principper er positive, skal der foretages isolering og bekreeftelse. Der udferes
mindst én screeningtest. Hvis denne test er negativ, anses praven for at vaere negativ. Hvis testen er positiv, gennemferes der endnu en
screeningtest, eller flere, baseret pa forskellige biologiske principper for at verificere det ferste positive resultat. Hvis den anden eller de
ovrige test er negative, anses prgven for negativ. Det er ikke nadvendigt med yderligere test.

(*)  Immunofluorescenstest (IF-test).

Der skal altid anvendes et polyklonalt antistof til IF-screening; supplerende monoklonale antistoffer kan @ge specificiteten (jf. afsnit 4).

(®) PCR-test.

Der skal anvendes korrekt validerede PCR-reagenser og protokoller (jf. afsnit 6).

(®)  Fish-test.

Der skal anvendes validerede reagenser og protokoller (jf. afsnit 5).

(")  Selektiv isolering.

MTNA-mediet eller NCP-88-mediet og en 1/100 oplgsning af den resuspenderede pellet er i mange tilfeelde en egnet metode til direkte
isolering af C. m. subsp. sepedonicus. Der kan opnas typiske kolonier 3-10 dage efter udsaed. Derefter kan patogenet rendyrkes og
identificeres. For at testens potentiale kan udnyttes fuldt ud, kreeves omhyggelig forberedelse af kerner fra navleender for at eliminere
sekundeere bakterier forbundet med kartoffelknolde, som er konkurrenter til C. m. subsp. sepedonicus pa mediet og kan overvokse
patogenet. Hvis pladetesten ikke lykkes, skal der foretages isolering fra planter, der anvendes til biotesten (jf. afsnit 8).

(®)  Biotesten bruges til isolering af C. m. subsp. sepedonicus fra kartoffelekstraktpellet ved selektiv berigelse i segplanter (aubergine)
(Solanum melongena). Testen kraever optimale inkuberingsbetingelser som beskrevet i denne metode. Bakterier, der er inhibitorer af
C. m. subsp. sepedonicus pa MTNA- eller NCP-88-mediet, vil sandsynligvis ikke virke forstyrrende i denne test (jf. afsnit 7).

(®)  Den typiske kolonimorfologi er beskrevet i afsnit 8.

(") Dyrkning eller biotest kan mislykkes som falge af konkurrence eller haemning forarsaget af blgdradsbakterier. Hvis screeningtest giver
positive resultater, men isolationstestene er negative, gentages isolationstestene fra samme pellet eller ved at tage ekstra karvaev naer
navleenden fra overskarne knolde fra samme preve, og om ngdvendigt testes supplerende prever.

(")  Palidelig identifikation af formodede renkulturer af C. m. subsp. sepedonicus opnas ved anvendelse af de tests, der er beskrevet i
afsnit 9.

("?)  Patogenitetstesten er beskrevet i afsnit 10.
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1.3. Protokol til pdvisning og identifikation af Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus i prover af symptom-
frie kartoffelplanter

[ Prove af steengelstykker (")

( Ekstraktion og opkoncentrering af patogenet (%)

selektiv isolering (*)/IF-test (°)/PCR-test (°)/FISH-test ()
valgfri hjelpetest: biotest ()

Kolonier med typisk morfologi (4) Alle test er negative
efter isolering 9

C.m. subsp. sepedonicus ikke pavist
< NEJ ()

Proven er ikke inficeret med
G

C.m. subsp. sepedonicus
( Rendyrkning med subkultur )

( IDENTIFIKATIONSTEST (') )—<

Begge test bekraefter renkulturen som
C.m. subsp. sepedonicus

Praven er ikke inficeret med
NEJ .
C.m. subsp. sepedonicus

Prgven er inficeret med
C.m. subsp. sepedonicus

PRINCIPIEL SCREENINGTEST (3) }

-

hd

PATOGENITETSTEST (") )
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(")  Anbefalede pravestgrrelser er angivet i afsnit 3.2.
® Metoder til patogenekstraktion og -opkoncentrering er beskrevet i afsnit 3.2.

® Hvis mindst to test baseret pa forskellige biologiske principper er positive, skal der foretages isolering og bekraeftelse.
Der udfgres mindst én screeningtest. Hvis denne test er negativ, anses preven for at vaere negativ. Hvis testen er positiv, gennemfgres
der endnu en screeningtest, eller flere, baseret pa forskellige biologiske principper for at verificere det fgrste positive resultat. Hvis den
anden eller de gvrige test er negative, anses pregven for negativ. Det er ikke ngdvendigt med yderligere test.

Den selektive isolationstest og den typiske kolonimorfologi er beskrevet i afsnit 8.
IF-testen er beskrevet i afsnit 4.

PCR-testen er beskrevet i afsnit 6.

FISH-testen er beskrevet i afsnit 5.

Biotesten er beskrevet i afsnit 7.

Dyrkning eller biotest kan mislykkes som falge af konkurrence eller haemning forarsaget af bledradsbakterier. Hvis screeningtest giver

positive resultater, men isolationstestene er negative, gentages isolationstestene, og om ngdvendigt testes supplerende praver.

(") Palidelig identifikation af formodede renkulturer af C. m. subsp. sepedonicus opnas ved anvendelse af de test, der er beskrevet
i afsnit 9.

(") Patogenitetstesten er beskrevet i afsnit 10.
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2.

2.1.

2.2.

3.1.

VISUEL UNDERS@GELSE FOR SYMPTOMER PA RINGBAKTERIOSE

Kartoffelplanter

Under europziske klimaforhold findes der sjeldent symptomer i marken og ofte kun mod sasonens slutning.
Endvidere slores eller forveksles symptomerne ofte af eller med andre sygdomme, ldning eller mekaniske ska-
der. Symptomer kan derfor let overses ved markinspektioner. Visnesymptomerne er meget forskellige fra symp-
tomer pad brunbakteriose. Nedvisning foregdr normalt langsomt og er i begyndelsen begranset til bladrandene.
Unge inficerede blade fortsatter ofte vaeksten, om end i mindre omfang i de inficerede omrader. Dermed far bla-
dene en mearkelig form. Blade, der er pavirket af blokering af karveaev leengere nede i steenglen, udvikler ofte kloro-
tiske, gule til orange omrdder mellem ribberne. Inficerede sméblade, blade og endda stengler kan til sidst de.
Blade og knolde er ofte blot mindre. Det forekommer, at planter viser vaksthaemning. Der findes farvebilleder af
en reekke symptomer pa Kommissionens websted: (http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home /main).

Kartoffelknolde

De tidligste symptomer er en svag glasagtighed eller gennemsigtighed i plantevavet rundt om ledningsvavet, der
ikke ma vise tegn pa rad, iseer teet ved navleenden. Ledningsvavet ved navleenden kan veere lidt morkere i farven
end normalt. Det forste letgenkendelige symptom viser sig ved, at karvaevsringen har en gullig farve, og at der,
ndr knolden presses svagt, kommer strenge af ostelignende materiale ud fra ledningsvavet. Denne udsondring
indeholder millioner af bakterier. Der kan i dette stadium udvikle sig brunfarvning af ledningsveevet, og knold-
symptomerne i denne fase ligner symptomerne pé brunbakteriose fordrsaget af Ralstonia solanacearum. I begyndel-
sen kan disse symptomer vaere begranset til en del af ledningsvaevet, der ikke nedvendigvis er tet ved navleenden,
og de kan gradvis brede sig til hele ringen. Efterhnden som infektionen skrider frem, odelagges karvavet; den
ydre cortex kan blive adskilt fra den indre cortex. P& fremskredne stadier af infektionen opstér revner pa knoldens
overflade, som ofte er rodligt-brune ved randene. Der har i den seneste tid veeret adskillige tilfeelde i Europa, hvor
den indre cortex ridner samtidig med ledningsvavet med resulterende sekundert angreb, der fordrsager indre
hulhed og nekrose. Sekundzre svampe- eller bakterieangreb kan slore symptomerne, og det kan vare vanskeligt,
ja umuligt, at skelne fremskredne ringbakteriosesymptomer fra andre bakterioser i knoldene. Der kan forekomme
atypiske symptomer. Der findes farvebilleder af en rakke symptomer pd Kommissionens websted:
(http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

FORBEREDEDELSE AF PROVERNE

Kartoffelknolde

NB:

—  Standardprovestorrelsen er 200 knolde pr. test. Mere intensiv proveudtagning kraver flere test af prover pd denne storrelse.
Et storre antal knolde i proven vil medfore, at resultater ikke eller kun vanskeligt kan fortolkes. Proceduren kan dog tillige
anvendes med prover pa under 200 knolde, hvis der kun er ferre knolde til radighed.

—  Validering af alle nedenfor beskrevne metoder er baseret pa test af prover bestdende af 200 knolde.

—  Det nedenfor beskrevne kartoffelekstrakt kan desuden anvendes til pavisning af Ralstonia solanacearum, der forarsager kar-
toflens brunbakteriose.

Valgfri forbehandling forud for preveforberededelse.

Knoldene vaskes. Der anvendes passende desinfektionsmidler (chlorforbindelser, ndr der skal anvendes PCR-test,
for at fjerne eventuelt dna fra patogenet) og rengeringsmidler mellem hver preve. Knoldene lufttorres. Denne
vaskning er iser nyttig, men ikke obligatorisk, for prover med for meget jord, og hvis der skal gennemfores en
PCR-test eller direkte isolering.

Med en ren, desinficeret skalpel eller grontsagskniv fjernes huden fra de enkelte knoldes navleende, siledes at
ledningsvaevet bliver synligt. Et lille stykke ledningsveev (kartoffelprop) fra navleenden udskaeres omhyggeligt, idet
mengden af andet plantevaev begranses til et minimum (jf. webstedet http://forum.europa.eu.int/Public/irc|
sanco/Home/main).

NB:

Eventuelle knolde med symptomer pé ringbakteriose anbringes og undersoges for sig.
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3.1.4.

3.2

3.2.1.

Hvis der under fijernelsen af kartoffelproppen fra navleenden observeres mistankelige symptomer pa ringbakte-
riose, underseges knolden visuelt, efter at den er overskéret tet ved navleenden. Overskdrne knolde med mistan-
kelige symptomer ber forkorkes ved stuetemperatur i 2 dage og derefter opbevares de ved 4-10 °C under
karantaenebetingelser, indtil samtlige test er gennemfort. Alle prover af knolde, herunder prover med mistaenke-
lige symptomer, bar opbevares i overensstemmelse med bilag 1I.

Navleenderne samles i ubrugte engangsbeholdere, som kan lukkes og/eller forsegles (hvis beholderne genbruges,
ber de rengeres og desinficeres grundigt ved hjelp af chlorforbindelser). Navleenderne skal tages i behandling
med det samme. Hvis dette ikke er muligt, opbevares de i beholderen uden tilsaetning af buffer i hojst 72 timer pd
kol eller hojst 24 timer ved stuetemperatur. Torring og forkorkning af kartoffelpropper og saprofytvakst under
opbevaringen kan hindre pavisning af den bakterie, der fordrsager ringbakteriose.

Navleenderne behandles pd en af nedenstdende méder:

a)  Navleenderne dakkes med en tilstreekkelig maengde (ca. 40 ml) ekstraktionsbuffer (tilleg 3) og rystes hori-
sontalt (50-100 rpm) i 4 timer ved under 24 °C eller 16-24 timer nedkelet.

b) Navleenderne homogeniseres med en tilstraekkelig meengde (ca. 40 ml) ekstraktionsbuffer (tilleg 3) enten i
en blender (f.cks. Waring eller Ultra Thurax) eller ved knusning i en forseglet engangspose til udbledning
(f.eks. Stomacher- eller Bioreba-pose af polyethylen med stor traekstyrke, 150 mm x 250 mm; steriliseret
ved bestrdling) ved hjelp af en gummihammer eller egnet formalingsudstyr (f.eks. Homex).

NB:

Der er stor risiko for krydskontaminering af prover, nir preverne homogeniseres ved hjelp af en blender. Der skal tages forholds-
regler for at undgd aerosoldannelse eller udflydning under ekstraktionsprocessen. Det skal sikres, at der for hver enkelt prove
anvendes nysteriliserede blenderknive og -glas. Hvis PCR-testen skal anvendes, skal man undga dna-rester p& beholdere og forma-
lingsudstyr. Nar der anvendes PCR, anbefales det, at knusning foregér i engangsposer, og at der anvendes engangsror.

Supernatanten dekanteres fra. Hvis den er for uklar, klares den enten ved langsom centrifugering (hejst 180 g i
10 min. ved en temperatur pd 4-10 °C) eller ved vakuumfiltrering (40-100 pm), idet filteret vaskes med ekstra
(ca. 10 ml) ekstraktionsbuffer (tilleg 3).

Bakteriefraktionen opkoncentreres ved centrifugering ved 7 000 g i 15 min. (eller 10 000 g i 10 min.) ved en
temperatur pa 4-10 °C og supernatanten kasseres, idet det undgds at forstyrre pelleten.

Pelleten resuspenderes i 1,5 ml pelletbuffer (tilleg 3). Der anvendes 500 pl til test for C. m. subsp. sepedonicus,
500 pl til test for Ralstonia solanacearum og 500 pl til referenceformal. Der tilseettes steril glycerol, til der opnés en
slutkoncentration 10-25 % (v/v), til 500 pl af referencedelpreven og til den resterende testdelpreve, der vortexes,
og proverne opbevares ved — 16 til — 24 °C (uger) eller ved — 68 til — 86 °C (méneder). Testdelproverne opbevares
ved 4-10 °C under testen.

Gentagen nedfrysning og optening frarddes.

Hvis det er nedvendigt at transportere ekstraktet, skal levering foregd i en koleboks inden 24-48 timer.

Det er nodvendigt, at alle positive C. m. subsp. sepedonicus-kontroller og prever behandles for sig for at undga
kontaminering. Dette gaelder IF-glas og alle test.

Kartoffelplanter

NB:

Med henblik pa pavisning af latente populationer af C. m. subsp. sepedonicus anbefales det at teste ssammensatte prover. Procedu-
ren kan anvendes til ssmmensatte prover af op til 200 stangeldele. (Undersogelser af en given plantepopulation ber baseres pa
en statistisk reprasentativ prove af plantepopulationen.)

Med en ren, desinficeret kniv eller beskaresaks fjernes et stykke pa 1-2 cm forneden af hver stangel lige over
jorden.
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3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Steengelstykkerne desinficeres kortvarigt med 70 % ethanol og terres straks pa filtrerpapir.

Staengelstykkerne samles i en lukket steril beholder i overensstemmelse med folgende procedurer:

Steengelstykkerne behandles pa en af nedenstdende méder:

a)  Stykkerne dakkes med en tilstreekkelig maengde (ca. 40 ml) ekstraktionsbuffer (tilleg 3) og rystes horison-
talt (50-100 rpm) i 4 timer ved under 24 °C eller 16-24 timer nedkolet.

b)  Stykkerne behandles straks ved knusning i en kraftig pose til macerering (f.eks. Stomacher- eller Bioreba-
pose) med en passende mangde ekstraktionsbuffer (tilleg 3) ved hjelp af en gummihammer eller egnet for-
malingsudstyr (f.eks. Homex). Hvis dette ikke er muligt, opbevares staengelstykkerne i hejst 72 timer pé kel
eller hgjst 24 timer ved stuetemperatur.

Supernatanten dekanteres fra, efter at proven har faet lov at bundfzlde i 15 min.

Yderligere klaring af ekstraktet eller opkoncentrering af bakteriefraktionen er normalt ikke nedvendig, men kan
foretages ved filtrering og/eller centrifugering som beskrevet i afsnit 3.1.4-3.1.6.

Det rene eller koncentrerede proveekstrakt deles i 2 lige store dele. Den ene halvdel opbevares ved 4-10 °C under
testen, mens den anden halvdel opbevares i 10-25 % (v/v) steril glycerol ved — 16 til — 24 °C (uger) eller ved — 68
til — 86 °C (maneder) med henblik pa et evt. behov for yderligere testning.

IE-TEST

Princip

Det anbefales, at IF-testen anvendes som den primzre screeningtest pa grund af dens dokumenterede robusthed i
forbindelse med de taerskelvardier.

Nar [F-testen anvendes som den primare screeningtest og IF-resultatet er positivt, skal PCR-testen eller FISH-
testen gennemfores som anden screeningtest. Ndr IF-testen anvendes som anden screeningtest og IF-resultatet er
positivt, skal der gennemfores yderligere test i henhold til flowdiagrammet for at komplettere analysen.

NB:

Der skal altid anvendes et polyklonalt antistof, nar IF-testen anvendes som den primaere screeningtest. [ tilfeelde af et positivt
[F-resultat med et polyklonalt antistof kan en supplerende screening med et monoklonalt antistof give storre specificitet, men den
kan vaere mindre folsom.

Der anvendes antistoffer over for en referencestamme af C. m. subsp. sepedonicus. Det anbefales, at titeren bestemmes for enhver
ny antistofbatch. Titeren defineres som den storste fortynding, ved hvilken der opstar optimal reaktion ved test af en suspension
af 10° til 10° celler/ml fra den homologe stamme af C. m. subsp. sepedonicus. Der benyttes en passende fortynding af fluorescei-
nisothiocyanatkonjugatet (FITC-konjugatet) ifelge producentens anbefalinger. De ubehandlede polyklonale eller monoklonale anti-
stoffer bor have en IF-titer pd mindst 1:2 000. Under testen bor antistofferne anvendes som en arbejdsfortynding (WD), der er
den samme som eller tat pd titeren. Der anvendes validerede antistoffer (jf. webstedet http:|/forum.europa.eu.int/Public/
irc/sanco/Home|main).

Testen bor gennemfores pa frisklavede proveekstrakter. Om nedvendigt kan testen udmarket gennemfores pa ekstrakter, der er
opbevaret ved — 68 til — 86 °C under glycerol. Glycerol kan fjernes fra proven ved tilsatning af 1 ml pelletbuffer (tilleg 4), ny
centrifugering i 15 min. ved 7 000 g og resuspension i en tilsvarende mangde pelletbuffer. Dette er ofte unedvendigt, serlig hvis
proverne er fikseret til objektglassene ved flambering (jf. 2.2).

Der forberedes sarskilte, positive kontrolglas fra den homologe stamme eller en anden referencestamme af C. m.
subsp. sepedonicus suspenderet i kartoffelekstrakt, som angivet i tilleg 2, og evt. i buffer.

Naturligt inficeret vaev (opbevaret evt. efter frysetorring eller ved frysning ved — 16 til — 24 °C) ber anvendes, nir
det er muligt, som en lignende kontrol pd samme glas.



4.7.2006 Den Europaiske Unions Tidende L 182/13

Som negative kontroller anvendes delprover af proveekstrakt, som tidligere er testet negativt.

Der benyttes objektglas med flere bronde og helst med ti vinduer med en diameter pd mindst 6 mm.

Test af kontrolmateriale foretages som for prevernes vedkommende.

4.1. Testglassene tilberedes pé en af nedenstdende mader:

i)  For pellets med forholdsvis lidt bundfaeldet stivelse:

En afmalt standardmaengde (15 pl er passende for 6 mm vinduesdiameter — mangden eges forholdsmaes-
sigt for sterre vinduer) af en fortynding pa 1:100 af den resuspenderede kartoffelpellet afpipetteres pd det
forste vindue. Derefter afpipetteres en lignende maengde ufortyndet pellet (1:1) pa de ovrige vinduer i rak-
ken. Den anden rakke kan anvendes som duplikat eller til en anden preve som beskrevet i figur 1.

ii)  For andre pellets:

Der laves tifoldsfortyndinger (1:10 og 1:100) af den resuspenderede pellet i pelletbuffer. En afmalt standard-
mangde (15 pl er passende for 6 mm vinduesdiameter — mangden oges forholdsmaessigt for sterre vin-
duer) af den resuspenderede pellet og hver fortynding afpipetteres pé en rakke vinduer. Den anden rakke
kan anvendes som duplikat eller til en anden prove som beskrevet i figur 2.

4.2. Dréberne torres ved stuetemperatur eller ved opvarmning til 40-45 °C. Bakteriecellerne fikseres pd glasset ved
opvarmning (15 min. ved 60 °C), ved flambering, med 95 % ethanol eller ifolge serlige anvisninger fra
antistofleverandererne.

Glas med fikseret materiale kan om nedvendigt derefter opbevares frosset i en udterret beholder s kort tid som
nedvendigt (hejst 3 maneder) inden yderligere test.

4.3. [F-procedure

i)  Forberedelse af testglas som beskrevet ovenfor i punkt 4.1, nr. i):

Der laves en rakke tofoldsfortyndinger af antistoffet i IF-buffer. Den forste brond ber have 1/2 af titeren
(T/2), de ovrige 1[4 af titeren (T/4), 1/2 af titeren (T/2), titeren (T) og det dobbelte af titeren (2T).

ii) Forberedelse af testglas som beskrevet ovenfor i punkt 4.1, nr. ii):

Der laves en arbejdsfortynding (WD) af antistoffet i [F-buffer. Arbejdsfortyndingen pévirker specificiteten.

Figur 1. Forberedelse af objektglas som beskrevet i punkt 4.1, nr. i), og punkt 4.3, nr. i)

Fortyndinger af resuspenderet pellet

1/100 1/1 1/1 1/1 1/1 O Fortynding af
resuspenderet pellet

(T = titer) T/2 T[4 T/2 T 2T O  Tofoldsfortyndinger af
antiserum/antistof

Prove 1

. 1 . 2 . 3 .4 . 5
Duplikat af prove 1 eller
prove 2 .6 .7 .8 .9 .10
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

Figur 2. Forberedelse af testglas som beskrevet i punkt 4.1, nr. ii), og punkt 4.3, nr. ii)

Arbejdsfortynding af antiserum/antistof

1/1 1/10  1/100 tom  tom O Tifoldsfortynding af
resuspenderet pellet

Prove 1

o000 0
Duplikat af preve 1 eller
prove 2 .6 .7 .8 .9 .10

Objektglassene placeres pé fugtigt filtrerpapir. Testvinduerne daekkes hver iser helt med antistoffortyndingen(-erne).
Den mengde antistof, der anbringes pa de enkelte vinduer, skal mindst svare til den tilsatte mangde ekstrakt.

Folgende procedure folges, hvis der ikke foreligger sarlige anvisninger fra antistofleverandererne.

Glassene inkuberes tildekket pé fugtigt papir i 30 min. ved stuetemperatur (18-25 °C).

Dréberne rystes af de enkelte glas, og glassene skylles forsigtigt med IF-buffer. De vaskes ved nedsenkning i 5 min.
i [F-buffer-Tween (tilleg 3) og efterfolgende i 5 min. i [F-buffer. Aerosoldannelse eller overforsel af drdber, der
kan medfore krydskontaminering, skal undgds. Overskydende fugt fiernes omhyggeligt ved at duppe dem forsigtigt.

Objektglassene placeres pa fugtigt filtrerpapir. Testvinduerne daekkes 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
mangde antistof.

Glassene inkuberes tildeekket pa fugtigt papir i 30 min. ved stuetemperatur (18-25 °C).

Konjugatdraberne rystes af glasset. Glassene skylles og vaskes som ovenfor (4.3.3).

Overskydende fugt fjernes forsigtigt.

5-10 pl af 0,1 M fosfatbufferet glycerol (tilleg 3) eller et tilsvarende indlejringsmiddel, der modvirker falmning,
og som kan fas i handelen, afpipetteres pa hvert vindue, og der sattes dakglas pa.

Aflesning af [F-testen:

Testglassene undersoges i et epifluorescensmikroskop med et filter, som er egnet til arbejdet med FITC, i immer-
sionsolie eller -vand ved 500-1 000 ganges forstarrelse. Vinduerne gennemsoges langs to diametre vinkelret pd
hinanden og langs omkredsen. Ved prover, hvor der ikke konstateres nogen eller kun fé celler, underseges mindst
40 mikroskopfelter.

Glasset med den positive kontrol undersages forst. Cellerne skal veere steerkt fluorescerende og fuldstaendigt far-
vede ved den antistoftiter eller arbejdsfortynding, der er bestemt. IF-testen (tilleg 4) gentages, hvis farvningen er
unormal.

Dernzst observeres, om der er starkt fluorescerende celler med den karakteristiske morfologi for C. m. subsp. sepe-
donicus i testvinduerne pa glassene (jf. webstedet http:|/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluorescen-
sens intensitet skal mindst svare til den positive kontrolstammes ved samme antistoffortynding. Celler med
ufuldsteendig farvning eller med svag fluorescens ses der bort fra.

Hvis der er mistanke om kontaminering, gentages testen. Det kan veere tilfeeldet, hvis alle objektglas i en batch
har positive celler som folge af kontaminering af buffer, eller hvis der konstateres positive celler (uden for vindu-
erne pa objektglasset) pa glassets belagning.

Der er flere problemer forbundet med immunofluorescens-testens specificitet. Baggrundsflora af fluorescerende
celler med atypisk morfologi og krydsreagerende blodradsbakterier, som i storrelse og morfologi ligner C. m.
subsp. sepedonicus vil sandsynligvis forekomme i pellets af navleende og stangelstykker fra kartofler.
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4.4.4.

4.4.5.

5.1.

Kun fluorescerende celler med typisk sterrelse og morfologi ved den antistoftiter eller arbejdsfortynding, der er
beskrevet i punkt 4.3, tages i betragtning.

Fortolkning af IF-resultatet:

i) Hvis der findes steerkt fluorescerende celler med karakteristisk morfologi, anslds det gennemsnitlige antal
typiske celler pr. mikroskopfelt, og antal typiske celler pr. ml resuspenderet pellet beregnes (tilleg 4).

[F-resultatet er positivt for prever med mindst 5 x 10° typiske celler pr. ml resuspenderet pellet. Proven
betragtes som potentielt kontamineret, og der skal gennemfores supplerende test.

i) IF-resultatet er negativt for prover med under 5 x 10° celler pr. ml resuspenderet pellet, og preven anses for
negativ. Det er ikke nedvendigt med yderligere test.

FISH-TEST

Princip

Nar FISH-testen anvendes som den forste screeningtest og resultatet er positivt, skal IF-testen gennemfores som
anden obligatoriske screeningtest. Nar FISH-testen anvendes som anden screeningtest og resultatet er positivt,
skal der gennemfores yderligere test i henhold til flowdiagrammet for at komplettere diagnosen.

NB:

Der skal anvendes validerede C. m. subsp. sepedonicus-specifikke oligo-prober (tilleg 7). Indledende test med denne metode skulle
muliggere reproducerbar pavisning af mindst 10°-10* celler af C. m. subsp. sepedonicus pr. ml tilsat til proveekstrakter, som tidli-
gere er testet negative.

Folgende procedure bor gennemfores pé frisklavet proveckstrakt, men kan ogsd udmarket gennemfores pé pro-
veekstrakt, der er opbevaret under glycerol ved — 16 til — 24 °C eller — 68 til — 86 °C.

Som negative kontroller anvendes delpraver af preoveekstrakt, som tidligere er testet negativt for C. m. subsp.
sepedonicus.

Til anvendelse som positive kontroller forberedes suspensioner med 10° til 106 celler pr. ml C. m. subsp. sepedo-
nicus (f.cks. stamme NCPPB 4053 eller PD 406) i 0,01 M fosfatbuffer fra en 3-5 dage gammel dyrkning (forbere-
delse, se tilleg 2). Der forberedes serskilte glas med positive kontroller fra den homologe stamme eller en anden
referencestamme af C. m. subsp. sepedonicus suspenderet i kartoffelekstrakt, som angivet i tilleg 2.

Ved at anvende den FITC-markede eubakterielle oligo-probe kan hybridiseringsprocessen kontrolleres, da den
farver alle eubakterier, der forekommer i proven.

Test af kontrolmateriale foretages som for prevernes vedkommende.

Fiksering af kartoffelekstrakt

Folgende protokol er baseret pd Wullings et al. (1998):

En fikseringsoplesning forberedes (se tilleg 7).

Der afpipetteres 100 pl af hvert proveekstrakt i et eppendorfror, og der centrifugeres i 8 min. ved 7 000 g.

Supernatanten fjernes, og pellet opleses i 500 pl fikseringsoplesning, der er forberedt mindre end 24 timer for.
Der vortexes og inkuberes natten over ved 4 °C.

Som alternativ fikseringsveaeske kan anvendes 96 % ethanol. Hvis denne anvendes, opleses pellet fra trin 5.1.2 i
50 ul 0,01 M fosfatbuffer og 50 ul 96 % ethanol. Der vortexes og inkuberes ved 4 °C i 30-60 minutter.
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5.1.4.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

Der centrifugeres i 8 min. ved 7 000 g, supernatanten fjernes, og pellet resuspenderes i 75 pl 0,01 M fosfatbuffer
(se tilleg 3).

Der uddryppes 16 pl af de fikserede suspensioner pa et rent multitest-glas, jf. figur 3. Der uddryppes 2 forskellige
ufortyndede prover pr. glas, og der anvendes 10 pl til at lave en fortynding i forholdet 1:100 (i 0,01 M fosfatbuf-
fer). Den resterende proveoplesning (49 pl) kan opbevares ved — 20 °C efter tilsetning af 1 del 96 % ethanol.
Hvis der er behov for at gentage FISH-assayet, fiernes ethanolen ved centrifugering, og der tilsettes samme mangde
0,01 M fosfatbuffer (der vortexes).

Figur 3. Placering pa FISH-glas

Prove 1 Blindpreve Blindprove Blindprove Prove 2

vindue 1 vindue 2 vindue 3 vindue 4 vindue 5

Prove 1 Blindprove Blindprove Blindprove Prove 2

vindue 6 vindue 7 vindue 8 vindue 9 vindue 10
Dakglas 1 Dzkglas 2

Glassene lufttorres (eller torres i et torreapparat ved 37 °C) og fikseres ved flambering.

Pé dette trin kan proceduren afbrydes, og hybridiseringen kan fortsattes naste dag. Glassene ber opbevares stov-
frit og tert ved stuetemperatur.

Praehybridisering og hybridisering

Der forberedes en lysozymoplesning, der indeholder 10 mg lysozym (Sigma L-6876) i 10 ml buffer (100 mM
Tris-HCl, 50 mM EDTA, pH 8.0). Oplesningen kan opbevares, men der ber kun foretages én frysning-optening.
De enkelte prover daekkes godt med ca. 50 pl lysozymoplesning og inkuberes i 10 minutter ved stuetemperatur.
Dernast neddyppes glassene én gang i demineraliseret vand, og terres med filtrerpapir.

Der kan som alternativ til lysozym tilsettes 50 pl 40-400 ug ml™" proteinase K i buffer (20 mM Tris-HCl, 2 mM
CaCl,, pH 7,4) til hver brend, og der inkuberes ved 37 °C i 30 min.

Cellerne dehydreres i en raekke med stigende ethanolkoncentration (50 %, 80 % og 96 %) i 1 min. for hver. Glas-
sene lufttorres i en glasholder.

Et fugtkammer til inkubation forberedes ved at deekke bunden i en lufttaet kasse med filtrerpapir, der er gennem-
vaedet med 1x hybmix (tilleg 7). Kassen prainkuberes i hybridiseringsovnen ved 55 °C i mindst 10 min.

Hybridiseringsoplesningen forberedes (tilleg 7), sd der kan blive 45 ul pr. glas, og der prainkuberes i 5 min. ved
55 °C.

Glassene anbringes pa en varm plade ved 45 °C, og der tilseettes 10 pl hybridiseringsoplesning til hver af de
4 bronde pé glassene.

2 dzkglas (24 x 24 mm) anbringes uden luftlommer pé hvert objektglas. Objektglassene anbringes i det forop-
varmede fugtkammer og hybridiseres natten over i ovnen ved 55 °C i morke.

Der forberedes 3 bagerglas med 11 ultrarent vand (UPW), 1 1 1x hybmix (334 ml 3x hybmix og 666 ml UPW)
og 111/2x hybmix (167 ml 3x hybmix og 833 ml UPW). De prainkuberes alle i vandbad ved 55 °C.

Dakglassene fjernes fra objektglassene, og objektglassene anbringes i en glasholder.

Overskydende probe bortvaskes ved inkubation i 15 min. i bagerglasset med 1x hybmix ved 55 °C.
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5.2.10. Glasholderen overfores til 1/2 hybmix vaskeoplesning, og der inkuberes i yderligere 15 min.

5.2.11. Glassene neddyppes kort i ultrarent vand og placeres pa filtrerpapir. Overskydende vand fjernes ved at dakke
overfladen forsigtigt med filtrerpapir. 5-10 pl indlejringsoplesning, der modvirker falmning (f.eks. Vectashield,
Vecta Laboratories, CA, USA eller tilsvarende) afpipetteres pa hvert vindue, og der anbringes et stort dakglas
(24 x 60 mm) over hele objektglasset.

5.3.  Aflesning af FISH-testen

5.3.1.  Objektglassene undersoges straks under et epifluorescensmikroskop i immersionsolie ved 630 eller 1 000 ganges
forsterrelse. Med et filter, der er egnet til fluoresceinisothiocyanat (FITC), farves eubakterielle celler (herunder de
fleste gram-negative celler) i proven fluorescerende grenne. Ved anvendelse af et filter for tetramethylrhodamin-
5-isothiocyanat, ses Cy3-farvede celler af C. m. subsp. sepedonicus som fluorescerende rede. Cellemorfologien sam-
menlignes med de positive kontroller. Cellerne skal vere lyse, fluorescerende og fuldstaendigt farvede. FISH-testen
(tilleg 9.4) gentages, hvis farvningen er unormal. Vinduerne gennemsoges langs to diametre vinkelret pd hinan-
den og langs omkredsen. Ved prover, hvor der ikke konstateres nogen eller kun fa celler, undersoges mindst
40 mikroskopfelter.

5.3.2.  Dernast observeres, om der er staerkt fluorescerende celler med den karakteristiske morfologi for C. m. subsp. sepe-
donicus i testvinduerne pé glassene (jf. webstedet http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluore-
scensens intensitet skal mindst svare til den positive kontrolstammes. Celler med ufuldstendig farvning eller med
svag fluorescens ses der bort fra.

5.3.3.  Hyvis der er mistanke om kontaminering, gentages testen. Det kan vere tilfalde, hvis alle objektglas i en batch har
positive celler som folge af kontaminering af buffer, eller hvis der konstateres positive celler (uden for vinduerne
pa objektglasset) pa glassets beleegning.

5.3.4.  Der er flere problemer forbundet med FISH-testens specificitet. Baggrundsbestande af fluorescerende celler med
atypisk morfologi og krydsreagerende blodradsbakterier med en storrelse og morfologi, der ligner C. m. subsp.
sepedonicus, kan forekomme — om end mindre hyppigt end i IF-testen — i pellets af navleende og steengelstykker
fra kartofler.

5.3.5.  Kun fluorescerende celler med typisk storrelse og morfologi tages i betragtning, jf. 5.3.2.

5.3.6.  Fortolkning af FISH-testresultatet:

i)  FISH-testresultaterne er gyldige, hvis der i alle positive kontroller og i ingen af de negative kontroller ses
steerkt gront-fluorescerende celler med storrelse og morfologi, der er typisk for C. m. subsp. sepedonicus, ved
anvendelse af FITC-filteret, og steerkt rodt-fluorescerende celler ved anvendelse af rhodaminfilteret. Hvis der
findes starkt fluorescerende celler med karakteristisk morfologi, anslas det gennemsnitlige antal typiske cel-
ler pr. mikroskopfelt, og antal typiske celler pr. ml resuspenderet pellet beregnes (tilleg 4). Prover med
mindst 5 x 10° typiske celler pr. ml resuspenderet pellet betragtes som potentielt kontaminerede. Der skal
gennemfores yderligere test. Prover med mindre end 5 x 10° typiske celler pr. ml resuspenderet pellet betrag-
tes som negative.

ii)  FISH-testen er negativ, hvis ikke ses starkt redt-fluorescerende celler med storrelse og morfologi, der er typisk
for C. m. subsp. sepedonicus, ved anvendelse af rhodaminfilteret, forudsat at der ses typiske steerkt rodt-
fluorescerende celler i de positive kontrolpraparater ved anvendelse af rhodaminfilteret.

6. PCR-TEST

Principper

Nar PCR-testen anvendes som den primere screeningtest og resultatet er positivt, skal IF-testen gennemfores som
anden obligatoriske screeningtest. Nar PCR-testen anvendes som anden screeningtest og resultatet er positivt, skal
der gennemfores yderligere test i henhold til flowdiagrammet for at fuldende diagnosen.

Fuld udnyttelse af denne metode som primear screeningtest kan kun anbefales, nar der er opnéet sarlig ekspertise.
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6.1.

6.1.a)

NB:

Indledende test med denne metode skulle muliggore reproducerbar pavisning af 10>-10* celler af C. m. subsp. sepedonicus pr. ml
tilsat til proveekstrakter, som tidligere er testet negative. Der kan evt. vare behov for optimeringsforseg for at opnd maksimal
folsomhed og specificitet i alle laboratorier.

Der skal anvendes validerede PCR-reagenser og protokoller. Der skal helst valges en metode med en intern kontrol.

Der skal traeffes relevante forholdsregler for at undgd, at proven kontamineres med target-dna. PCR-testen ber gennemfores af
erfarne teknikere pé sarlige molekylarbiologiske laboratorier for at minimere muligheden for kontaminering med target-dna.

Negative kontroller (ved dna-ekstraktion og PCR) ber altid hdndteres som den sidste prove i proceduren, s det
tydeligt ses, hvis der er sket overforsel af dna fra andre prover.

PCR-testen ber indeholde folgende negative kontroller:

— proveekstrakt, som tidligere er testet negativt for C. m. subsp. sepedonicus

— Dbufferkontroller, der anvendes til ekstrahering af bakterien og dna’et fra proven

— PCR-mastermix.

Den ber indeholde folgende positive kontroller:

— delprover af resuspenderet pellet, til hvilke der er tilsat C. m. subsp. sepedonicus (forberedelse, se tilleg 2)

— en suspension i vand af 10° celler pr. ml C. m. subsp. sepedonicus fra et virulent isolat (f.eks. NCPPB 2140
eller NCPPB 4053)

— om muligt anvendes desuden dna ekstraheret fra positive kontrolprever ved PCR-testen.

For at undgd potentiel kontaminering forberedes positive kontroller under betingelser, der er adskilt fra de prover, der skal
testes.

Proveekstrakter ber i videst muligt omfang veere fri for jord. Det kan derfor i visse tilfaelde anbefales at forberede
ekstrakter ud fra vaskede kartofler, hvis der skal anvendes PCR-protokoller.

Dna-oprensningsmetoder
Der anvendes positive og negative kontrolprever som beskrevet ovenfor.
Kontrolmaterialet forberedes som for prevernes vedkommende.

Den findes en lang reekke metoder til oprensning af target-dna fra komplekse provesubstrater, hvorved PCR-
inhibitorer og andre enzymatiske reaktioner fjernes og target-dna’et opkoncentreres i proveekstraktet.

Folgende metode er blevet optimeret med henblik pd anvendelse med den validerede PCR-metode, der er beskre-
vet i tilleg 6.

Metode efter Pastrik (2000):

1. Der afpipetteres 220 pl lysisbuffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)) i et
1,5 ml eppendorfror.

2. Der tilsettes 100 pl proveekstrakt, og det placeres i en varmeblok eller et vandbad ved 95 °C i 10 min.
3. Reret anbringes i isbad i 5 min.

4. Der tilsaettes 80 pl lysozymstamoplesning (50 mg lysozym pr. ml i 10 mM Tris HCl, pH 8,0), og der inku-
beres ved 37 °C i 30 min.

5. Der tilsattes 220 pl Easy DNA®-oplesning A (Invitrogen), der vortexes grundigt, og der inkuberes ved 65 °C
i 30 min.
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6.1.b)

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.3.1.

6. Der tilsettes 100 ul Easy DNA®-oplasning B (Invitrogen), og der vortexes kraftigt, indtil pracipitatet laber
frit i roret, og proven er javnt tyktflydende.

7. Der tilsattes 500 ul chloroform, og der vortexes, indtil preven bliver mindre tyktflydende og blandingen er
homogen.

8. Der centrifugeres ved 15 000 g i 20 min. ved 4 °C for at adskille faser og danne interfasen.

9. Den overste fase overfores til et rent eppendorfror.

10. Der tils@ttes 1 ml 100 % ethanol (- 20 °C), der vortexes kort, og der inkuberes i isbad i 10 min.
11. Der centrifugeres ved 15 000 g i 20 min. ved 4 °C, og ethanolen fjernes fra pellet.

12. Der tilseettes 500 pl 80 % ethanol (- 20 °C), og der blandes ved at vende roret pd hovedet.

13. Der centrifugeres ved 15 000 g i 10 min. ved 4 °C, pellet beholdes, og ethanolen fjernes.

14. Pellet lufttorres eller torres i en DNA-Speed-Vac.

15. Pellet resuspenderes i 100 pl sterilt ultrarent vand og henstar ved stuetemperatur i mindst 20 min.
16. Opbevares ved — 20 °C, indtil den skal anvendes til PCR.

17. Evt. hvidt pracipitat spinnes ned ved centrifugering, og 5 pl af den supernatant, der indeholder dna, anven-
des til PCR.

Andre metoder

Der kan anvendes andre dna-ekstraktionsmetoder (f.eks. Qiagen DNeasy Plant Kit), forudsat at det er dokumente-
ret, at de er lige s effektive til oprense dna fra kontrolprever med 10°-10* patogene celler pr. ml.

PCR

Test og kontrolskabeloner til PCR forberedes i overensstemmelse med den validerede protokol (tilleg 6). Der for-
beredes en tifoldsfortynding af preve-dna-ekstrakt (1:10 i ultrarent vand).

Den relevante PCR-mastermix forberedes i et kontamineringsfrit miljo i overensstemmelse med den publicerede
protokol (tilleg 6). Den validerede PCR-protokol er en multiplex-reaktion, som ogsd omfatter en intern
PCR-kontrol.

Der tilsaettes 5 pl dna-ekstrakt pr. 25 pl PCR-reaktion i sterile PCR-ror.

Der medtages en negativ kontrolpreve, der udelukkende indeholder PCR-mastermix, og der tilsattes ultrarent
vand fra samme kilde som den, der anvendes til PCR-blandingen i prevens sted.

Rorene anbringes i det samme PCR-apparat som det, der blev anvendt til den indledende test, og den korrekt
optimerede PCR-protokol gennemfores (tilleg 6).

Analyse af PCR-produktet

PCR-amplikoner kan adskilles ved agarosegelelektroferese. Ved testen anvendes mindst 12 ul amplificeret dna-
reaktionblanding fra hver preve blandet med 3 pl loadingbuffer (tilleg 6) i 2,0 % (w/v) agarosegel i tris-acetat-
EDTA-buffer (TAE-buffer) (tilleg 6) ved 5-8 V pr. cm. Der anvendes en relevant dna-marker, f.eks. 100 bp ladder.

Dna-bdndene visualiseres ved farvning i ethidiumbromid (0,5 mg pr. 1) i 30-45 min., idet der treeffes de fornedne
forholdsregler ved handteringen af dette mutagen.

Den farvede gel undersoges ved UV-gennemlysning (f.eks. A = 302 nm) for amplificerede PCR-produkter af den
forventede storrelse (tilleg 6); resultatet skal dokumenteres.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.3.2.

Ved alle nye fund/tilfeelde verificeres PCR-amlikonens agthed ved restriktionsenzymanalyse af en prove af det
resterende amplificerede dna ved at inkubere ved optimal temperatur i et optimalt tidsrum med passende enzym
og buffer (se tilleg 6). De nedbrudte fragmenter adskilles som for ved agarosegelelektroferese, og det karakteristi-
ske restriktionsfragment-menster undersoges ved UV-gennemlysning efter farvning med ethidiumbromid og sam-
menlignes med den nedbrudte og den ikke-nedbrudte positive kontrol.

Fortolkning af PCR-testresultatet:

PCR-testen er negativ, hvis det C. m. subsp. sepedonicus-specifikke PCR-amplikon af den forventede storrelse ikke
pavises i den pagzldende prove, men pavises i alle positive kontrolprever (ved multiplex-PCR med plantespeci-
fikke interne kontrolprimere skal endnu et PCR-produkt af den forventede storrelse amplificeres med den pagel-
dende prove).

PCR-testen er positiv, hvis det C. m. subsp. sepedonicus-specifikke PCR-amplikon af den forventede starrelse og
med (evt.) det forventede restriktionsmenster pavises, forudsat at det ikke er blevet amplificeret fra nogen af de
negative kontrolprover. Palidelig bekreftelse af et positivt resultat kan endvidere fds ved at gentage testen med et
nyt set PCR-primere (afsnit 9.3).

NB:

Der er mistanke om PCR-inhibition, hvis det forventede amplikon fremkommer fra den positive kontrolprove, der indeholder
C. m. subsp. sepedonicus i vand, men der fds negative resultater fra positive kontrolprever med C. m. subsp. sepedonicus kartoffel-
ekstrakt. I multiplex-PCR-protokoller med interne PCR-kontroller er det tegn pa inhibering af reaktionen, hvis ingen af de to
amplikoner fremkommer.

Der er mistanke om kontaminering, hvis det forventede amplikon fremkommer fra en eller flere af de negative
kontroller.

BIOTEST

NB:

Indledende test med denne metode skal muliggere reproducerbar pévisning af 10°-10* kolonidannende celler af C. m. subsp.
sepedonicus pr. ml tilsat til proveekstrakter, som tidligere er testet negative (forberedelse, se tilleg 2).

Testen er mest folsom, nar der anvendes frisklavet proveekstrakt og der er optimale vakstbetingelser. Metoden
kan dog udmerket anvendes pa ekstrakter, der er blevet opbevaret i glycerol ved — 68 til — 86 °C.

Visse arter af agplanter befordrer selektivt vaekst af C. m. subsp. sepedonicus — ogsa selv om der ikke forekommer
symptomer. Agplanter er ogsa gode til en konfirmativ vaertstest.

Vakstbetingelserne bor vare optimale for at reducere risikoen for falske negative testresultater.

For detaljer vedrerende dyrkning, se tilleg 8.

Hele den resterende testdelprove af den resuspenderede pellet fra afsnit 3.1.6 eller 3.2.5 fordeles mellem @gplan-
terne ved en af nedenstdende metoder (7.3 eller 7.4). Der anvendes udelukkende planter i bladstadium 2-3, hvor
hejst tre blade er foldet helt ud. For at sikre, at den resuspenderede pellet anvendes fuldt ud, og at inokuleringen
er effektiv, kreever de nedenfor beskrevne procedurer, at der bruges 15-25 @gplanter pr. prove.

ZAgplanterne vandes ikke i 1-2 dage forud for inokulering for séledes at mindske saftspandingen.

Snitinokulering

Idet planten holdes mellem to fingre, anbringes med pipette en drabe (ca. 5-10 pl) af den suspenderede pellet pd
steenglen mellem kimbladene og det forste blad.

Med en steril skalpel skares et diagonalt snit, der er 1,0 cm langt og sd dybt som ca. 2/3 af stenglens tykkelse,
idet snittet begyndes fra pelletdraben.

Snittet lukkes med steril vaseline fra en sprojte.
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7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

7.10.

Sprojteinokulering

Pi agplantestenglerne podes lige over kimbladene med en sprojte, der er forsynet med en subkutan nél (ikke
mindre end 23 G). Proven fordeles mellem agplanterne.

Som positive kontroller podes 5 planter med en vandig suspension af 10°-10° celler pr. ml af en kendt C. m.
subsp. sepedonicus-kultur og om muligt med naturligt inficeret knoldvaev (jf. afsnit 4) efter ssmme podningsme-
tode (7.3 eller 7.4).

Som negativ kontrol podes 5 planter med steril pelletbuffer efter samme podningsmetode (7.3 eller 7.4).

Planterne inkuberes under karantaneforhold i op til 4 uger ved 18-24 °C. Planterne inkuberes med tilstreekkeligt
lys og hej fugtighed (70-80 %), og de vandes saledes, at sivel overvanding som vandmangel med deraf folgende
visnen undgés. C. m. subsp. sepedonicus-cellerne der ved temperaturer over 30 °C, og den optimale temperatur er
21 °C. For at undgé krydskontaminering inkuberes planter til positiv kontrol og negativ kontrol pa tydeligt adskilte
banke i et drivhus eller vakstkammer, eller, hvis pladsen er begranset, der sikres absolut adskillelse mellem
behandlingerne. Hvis det er nedvendigt at inkubere planter, der anvendes til forskellige prover, tet sammen,
adskilles de med passende afskermning. Ved gedskning, vanding, inspektion eller anden hindtering udvises der
stor omhu for at undgd krydskontaminering. Det er af afgorende betydning, at drivhuse og vakstkammere hol-
des fri for alle skadegorende insekter, idet sddanne kan overfere bakterien fra den ene prove til den anden.

Der undersoges regelmeassigt for symptomer efter en uge. Antallet af planter med symptomer telles. C. m. subsp.
sepedonicus forarsager visnen af blade pa @gplanter, der kan begynde som en slaphed i bladrandene eller mellem
bladstrengene. Vissent vav kan i begyndelsen forekomme markegront eller spattet, men bliver blegere, for det
nekrotiserer. Visnede steder mellem bladstrengene har ofte et fedtet, gennembledt udseende. Nekrotisk vav har
ofte en lysegul rand. Planterne der ikke nedvendigvis; jo leengere perioden for symptomernes udvikling er, desto
storre er chancerne for overlevelse. Planterne kan vokse fra infektionen. Unge agplanter er langt mere modtage-
lige for ringe bestande af C. m. subsp. sepedonicus end @ldre planter, derfor er det nedvendigt at anvende planter
pa eller lige for bladstadium 3.

Visnen kan ogsd skyldes bestande af andre bakterier eller svampe, der findes i pellet fra knoldenes vev. De omfat-
ter Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora og E. carotovora subsp. atroseptica, Erwinia chrysanthemi,
Phoma exigua var. foveata samt store bestande af bledrddsbakterier. Navnlig Erwinia chrysanthemi kan fordrsage
symptomer og visnen, der ligner C. m. subsp. sepedonicus symptomer meget. Den eneste forskel er en sortfarvning
af stenglerne, ndr det drejer sig om Erwinia chrysanthemi-infektioner. Andre former for visnen kan skelnes fra
dem, der skyldes C. m. subsp. sepedonicus, eftersom hele blade eller hele planter hurtigt visner. Der kan ogsé for-
beredes en gram-farvning: Ved denne test skelnes der mellem C. m. subsp. sepedonicus og Erwinia spp.

Sé snart der observeres symptomer pd @gplanter, bor der laves en reisolering, idet der anvendes stykker af visnet
bladvev og steengelveav fra planter (udbledning af vaev, se 3.1.3). Desinficer overfladen af agplanternes blade og
steengler ved afterring med 70 % ethanol. Der gennemfores en IF-test eller en PCR-test af agplantesaften, og der
isoleres pd et egnet (selektivt) medie (se afsnit 8). Der kan ogsd forberedes en gram-farvning (tilleg 9). Der fore-
tages identifikation af formodede renkulturer af C. m. subsp. sepedonicus, og patogeniteten bekraftes (se afsnit 9
og 10).

Under visse omstaendigheder, isaer hvor vakstbetingelserne ikke er optimale, kan C. m. subsp. sepedonicus eksistere
som en latent infektion i @gplanter selv efter en inkubationstid pé op til 4 uger. Hvis der ikke observeres symp-
tomer efter 4 uger, gennemfores en IF-/PCR-test af en blandingspreve af stengelstykker pd 1 cm fra hver test-
plante, idet stykkerne skal vare taget over podningsstedet. Hvis testen er positiv, ber der foretages reisolering pa
et egnet (selektivt) medie efter proceduren i afsnit 8. Der foretages identifikation af formodede renkulturer af
C. m. subsp. sepedonicus, og patogeniteten bekreftes (se afsnit 9 og 10).

Fortolkning af resultatet af biotesten

Biotestresultaterne er gyldige, hvis planterne til positiv kontrol udviser typiske symptomer, hvis bakterierne kan
reisoleres fra disse planter, og hvis der ikke observeres symptomer pa de negative kontroller.

Biotesten er negativ, hvis testplanterne ikke er inficeret med C. m. subsp. sepedonicus, og forudsat at C. m. subsp.
sepedonicus er pavist i de positive kontrolplanter.

Biotesten er positiv, hvis testplanterne er inficeret med C. m. subsp. sepedonicus.
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8.1.

8.1.4.

8.2.

8.2.1.

ISOLERING AF C. M. SUBSP. SEPEDONICUS

NB:

Diagnose er forst fuldfert, ndr C. m. subsp. sepedonicus er blevet isoleret og efterfolgende identificeret (se afsnit 9) samt bekraeftet
ved en patogenitetstest (afsnit 10). Skent C. m. subsp. sepedonicus er en organisme, det er vanskeligt at dyrke pd medie, kan den
isoleres fra vav, der udviser symptomer.

Den kan imidlertid blive overvokset af hurtigtvoksende bledrddsbakterier, og det er vanskeligt at isolere direkte
fra pellet fra knold- eller steengelvaevet (afsnit 3.1.6 eller 3.2.5). Med et selektivt medie og en passende oplgsning
af den resuspenderede pellet fra navleender eller staengler af kartofler er det muligt at foretage direkte isolering af
C. m. subsp. sepedonicus.

Der skal foretages isolering fra alle kartoffelknolde eller -staengelstykker og fra agplanter, for hvilke der ikke er
blevet observeret symptomer, men hvor IF-/PCR-testen af blandingspreven fra positiv (se afsnit 7.10). Macerering
af @gplantestaengler bor, hvis det er pakravet, udferes som beskrevet i afsnit 3.1.3.

Til anvendelse som positive kontroller forberedes tifoldsfortyndinger af en suspension af 10° cfu pr. ml C. m.
subsp. sepedonicus (f.cks. NCPPB 4053 eller PD 406). For at undgd mulighed for kontaminering forberedes posi-
tive kontroller helt adskilt fra de prover, der skal testes.

For hver frisklavet batch af selektivt medie bor dets egnethed med hensyn til dyrkning af patogenet testes, inden
det anvendes til at teste rutineprover.

Test af kontrolmateriale foretages som for prevernes vedkommende.

Udpladning pa selektive medier

Afen 100 pl delprove fra en genoplost kartoffelpelletprove eller agplantesaft laves tifoldsfortyndinger i pelletbuf-
fer (tilleg 3).

Isolering fra ufortyndet kartoffelpellet mislykkes normalt som folge af at Cms er vanskelig at dyrke pd medier
samt konkurrence fra blodrddsbakterier. Eftersom bakterien normalt forekommer i store populationer i inficeret
vav, kan blodrddsbakterierne normalt fortyndes vak, mens patogenet bliver tilbage. Det anbefales derfor at udplade
100 pl fra hver af preverne i fortyndinger pd 1:100 til 1:10 000 pd MTNA-medie eller NCP-88-medie (tilleg 5)
(hvis der anvendes petriskdle med en diameter pd 90 mm, ellers tilpasses mangden i forhold til andre skélstorrel-
ser), idet der anvendes podendle (vhockey sticks«) og pladespredningsmetoden.

NB:

Som alternativ kan den oprindelige delprove pa 100 pl kartoffelpellet udplades pé den forste agarplade med en podenal, og der-
naest flyttes podendlen til en anden agarplade, idet eventuelle rester pa podendlen stryges af. Til sidst gentages dette med en tredje
plade, hvorved man opndr en virkning som pladespredning af forskellige fortyndinger via podendlen.

Pladerne inkuberes i morke ved 21-23 °C.

De forste undersogelser af pladerne, der omfatter talling af C. m. subsp. sepedonicus-lignende kolonier, idet kon-
trolplader anvendes som reference, foretages efter 3 dage med yderligere teellinger efter 5, 7 og til sidst 10 dage.
Rendyrkning af Cms-lignende kolonier

NB:

Rendyrkning af C. m. subsp. sepedonicus-lignende kolonier bor foretages pa garekstraktmedie til agplanteinokulering ogfeller efter-
folgende identifikation; dette bor ske, inden pladerne bliver for overvoksede, dvs. helst efter 3-5 dage.

Der udstryges C. m. subsp. sepedonicus -lignende kolonier pé et af folgende medier (tilleg 5 angiver formler):
naringsagar med dextrose (kun til rendyrkning)

gaeragar med peptonglukose

gerekstraktagar med mineralsalte.

Der inkuberes ved 21-24 °C i op til 10 dage.
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8.2.2.

8.2.3.

9.1.

C. m. subsp. sepedonicus er langsomtvoksende og giver sedvanligvis punktformede, cremefarvede og kuppelfor-
mede kolonier i lobet af hejst 10 dage. (Der findes fotografier af typiske C. m. subsp. sepedonicus-kolonier pa
webstedet http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Der udstryges pa ny for at sikre renheden.

Vaksthastigheden kan eges ved hjelp af subkulturer. Kolonidannelserne er typisk cremehvide eller elfenbensfar-
vede, til tider gule, afrundede, glatte, ophgjede, kuppelkonvekse, slimagtige til flydende, har ubrudte kanter og er
sedvanligvis 1 til 3 mm i diameter.

En almindelig gram-farvning (tilleg 9) kan benyttes som hjelp til at valge kolonier til yderligere test.

Formodede kulturer identificeres (se afsnit 9), og der gennemfores en patogenitetstest (se afsnit 10).

IDENTIFIKATION

Formodede renkulturer af C. m. subsp. sepedonicus-isolater identificeres ved at anvende mindst to af felgende test,
der bygger pa forskellige biologiske principper.

Hvor det er relevant, inddrages kendte referencestammer i hver af de test, der gennemfores.

Biokemiske undersogelser og enzymundersegelser

Folgende fanotypiske egenskaber, som C. m. subsp. sepedonicus enten har eller slet ikke har, bestemmes efter meto-
derne Lelliott and Stead (1987), Klement et al. (1990), Schaad (2001), anonym (1987).

Alle medier ber inkuberes ved 21 °C og underseges efter seks dages forlgb. Er der efter 6 dage ingen vekst, inku-
beres der i op til 20 dage.

Alle test skal omfatte en kendt C. m. subsp. sepedonicus-kontrol. Biokemiske test og fysiologiske test udfores ved
podning med renkulturer fra vackstmedier. Der skal foretages morfologiske sammenligninger af kulturer fra vakst-
medier med dextrose.

Test Forventet resultat

Oxidations/fermenteringstest (O/F) Negativt inert eller svagt oxiderende
Oxidaseaktivitet -

Vaekst ved 37 °C -
Ureaseaktivitet -
Hydrolyse af aesculin +
Hydrolyse af stivelse — eller svag
Tolerance over for 7 % NaCl -
Indolproduktion -
Katalaseaktivitet +
H,S-produktion -
Citratudnyttelse -
Smeltning af gelatine -

Syre og glycerol -

Syre af lactose — eller svag
Syre af rhamnose -

Syre af salicin -

Gram-farvning (tilleg 9) +
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

10.

10.1.

IF-test

o

)  Der forberedes en suspension af ca. 10° celler pr. ml i IF-buffer (tilleg 3).

b) Der forberedes en tofoldsfortyndingsrakke af et passende antiserum.

(g)
-

[F-metoden benyttes (afsnit 4).

o

) IF-testen er positiv, hvis isolatets IF-titer svarer til den positive kontrols titer.

PCR-test
a)  Der forberedes en suspension af ca. 10° celler pr. ml i ultrarent vand.

b) 100 pl af cellesuspensionen opvarmes i lukkede ror i en varmeblok eller i kogende vandbad ved 100 °C i
4 min. Om nedvendigt kan tilsetning af frisklavet NaOH, sd der opnés en slutkoncentration pd 0,05 M,
medvirke til cellelysis. Proverne kan da opbevares ved — 16 til — 24 °C, indtil der er brug for dem.

¢) Der anvendes relevante PCR-procedurer for at amplificere C. m. subsp. sepedonicus-specifikke amplikoner
(f.eks. Pastrik, 2000; se tilleg 4; Li and de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik and Rainey, 1999; Schaad
et al., 1999).

d)  Der opnis en positiv identifikation af C. m. subsp. sepedonicus, hvis PCR-amplikonerne har samme storrelse
og har samme restriktionsfragmentlaengde-polymorfisme (RFLP) som den positive kontrolstamme.

FISH-test
a)  Der forberedes en suspension af ca. 10 celler pr. ml i ultrarent vand.
b) FISH-metoden benyttes (afsnit 5).

¢)  FISH-testen er positiv, hvis isolatet og den positive kontrol giver samme reaktioner.

Fedtsyreprofilering (FAP)
a)  Kulturen dyrkes i 72 timer ved 21 °C (+/- 1°) pd trypticasesojaagar (Oxoid).
b)  Der benyttes en passende FAP-procedure (Janse, 1991; Stead, 1992).

¢)  FAP-testen er positiv, hvis den formodede kulturs profil er identisk med den positive kontrols. Forekomst af
karakteristiske fedtsyrer som 15:1 antiso A, 15:0 iso, 15:0 antiso, 16:0 iso, 16:0 og 17:0 antiso er et klart
tegn pa C. m. subsp. sepedonicus. Andre sleegter som Curtobacterium, Arthrobacter og Micrococcus har ogsa nogle
af disse fedtsyrer, men 15:1 antiso A er en sjelden fedtsyre hos disse bakterier; den forekommer dog hos
alle Clavibacter spp. i et niveau pa 1-5 %. Hos C. m. subsp. sepedonicus ligger vaerdien normalt pa ca. 5 %.

BOX-PCR
a)  Der forberedes en suspension af ca. 10° celler pr. ml i ultrarent vand.

b)  Testen benyttes ifolge proceduren (Smith et al., 2001).

KONFIRMATIV TEST

Patogenitetstesten skal gennemfores som endelig bekraeftelse af en C. m. subsp. sepedonicus-diagnose og til vurde-
ring af, i hvilket omfang kulturer, der er identificeret som C. m. subsp. sepedonicus, er virulente.

Der forberedes et inokulum p& 10° celler pr. ml fra 3 dage gamle kulturer af det isolat, der skal testen, og en
passende positiv kontrolstamme af C. m. subsp. sepedonicus.
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10.2.  Der podes pa 5-10 agplantesteengler pa unge planter pd bladstadium 3 (afsnit 7.3 eller 7.4).

10.3.  Planterne inkuberes ved 18-24 °C med tilstraekkeligt lys og hej relativ fugtighed, og de vandes i passende omfang,
sdledes at savel overvanding som vandmangel undgds (afsnit 7.7). For sddanne rene isolater bor der indtrade
karakteristisk visnen efter hgjst 2 ugers forleb, men planter uden symptomer (se afsnit 7.8) efter dette tidsrum
bor inkuberes i op til 3 uger ved temperaturer, der fremmer agplanters vakst, men som ikke overstiger 25 °C
(if. tilleg 8). Er der ingen symptomer efter 3 uger, kan det ikke bekrzftes, at kulturen er en patogen form af C. m.
subsp. sepedonicus.

10.4.  Der foretages isolering fra planter med symptomer, ved at der 2 cm over indpodningsstedet fjernes et stykke stan-
gel. Der foretages findeling og suspension i en lille mangde sterilt destilleret vand eller 50 mM fosfatbuffer
(tilleg 3). Der foretages isolering fra suspensionen ved udpladning eller afstrygning pd MTNA og YPGA (tilleg 5),
der inkuberes i 3-5 dage ved 21-23°C, og der observeres, om der forekommer typiske C. m. subsp.
sepedonicus-kolonier.

Tilleg 1

Laboratorier, der har deltaget i optimering og validering af protokoller

Laboratorium (1) Sted Land
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Wien og Linz Dstrig
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgien
Plantedirektoratet Lyngby Danmark
Central Science Laboratory York England
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skotland
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Frankrig
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Frankrig
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Tyskland
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Tyskland
State Laboratory Dublin Irland
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Nederlandene
Planteforsk, Plantevernet As Norge
Direccdo-Geral de Protecgdo das Culturas Lissabon Portugal
Nacionalni institut za biologijo Ljubljana Slovenien
Centro de Diagndstico de Aldearrubia Salamanca Spanien

(") Kontaktpersoner: se webstedet http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Tilleg 2
Forberedelse af positive og negative kontroller til de principielle screeningtest PCR/IF og FISH

Der fremstilles en 72-timers kultur af en virulent stamme af C. m. subsp. sepedonicus (NCPPB 4053 eller PD 406) pd
MTNA-grundmedie, og den suspenderes i 10 mM fosfatbuffer for at opna en celletaethed p4 ca. 1-2 x 10® cfu pr. ml. Det
opnds normalt ved en svagt uklar suspension, der svarer til en optisk densitet pd 0,20 ved 600 nm.

Navleender udskaeres af 200 knolde, af en lys sort, som vides at vere fri for C. m. subsp. sepedonicus.

Navleenderne behandles som s@dvanlig, og pellet resuspenderes i 10 ml.

Der forberedes 10 sterile 1,5 ml eppendorfror med 900 pl af den resuspenderede pellet.

Der overfores 100 pl af suspensionen af C. m. subsp. sepedonicus til det forste eppendorfrer. Eppendorfroret vortexes.
Der laves tifoldsniveauer af kontaminering ved yderligere fortynding i de naeste fem eppendorfror.

De seks kontaminerede eppendorfrer anvendes som positive kontroller. De fire ikke-kontaminerede eppendorfrer anven-
des som negative kontroller. Eppendorfrorene merkes med relevante oplysninger.

Der forberedes delprover pa 100 pl i sterile 1,5 ml eppendorfrer, hvorved man far 9 replikater af hver kontrolprave. De
opbevares ved — 16 til — 24 °C, indtil de skal anvendes.

Forekomst og kvantificering af C. m. subsp. sepedonicus i kontrolpreverne ber forst bekraftes med IF.
Med henblik pa PCR-testen foretages dna-ekstraktion fra positive og negative kontrolprever for hver testproverakke.
Ved rutinetestning med IF-test og FISH-test inkluderes der altid assays af positive og negative kontrolprever.

Med henblik pa IF-, FISH- og PCR-assays skal C. m. subsp. sepedonicus mindst pavises i de positive kontroller med
10° og 10* celler pr. ml og ikke i nogen af de negative kontroller.
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Tilleg 3

Buffere til testprocedurer

GENERELT: Uébnede steriliserede buffere kan opbevares i op til et ar.

1.

1.1.

1.2.

2.1.

Buffere til ekstraktionsprocedure

Ekstraktionsbuffer (50 mM fosfatbuffer, pH 7,0)

Denne buffer anvendes til ekstraktion af bakterien fra plantevay ved homogenisering eller rystning.

Na,HPO, (vandfri) 4,26¢
KH,PO, 272¢
Destilleret vand 1,001

Ingredienserne opleses, pH-vardien kontrolleres, og der steriliseres ved autoklavering ved 121 °C i 15 min.

Folgende supplerende komponenter, kan tilszttes efter behov:

Formdl Mzengde (pr. )
Lubrolflager Antiflokkuleringsmiddel (*) 05g
DCssiliconeantiskum Antiskummiddel (*) 1,0 ml
Tetranatriumpyrophosphat Antioxidant 10¢g
Polyvinylpyrrolidon-40 000 (PVP-40) Binding af PCR-inhibitorer 50g

() Til anvendelse i forbindelse med homogeniseringsekstraktionsmetoden.

Pelletbuffer (10 mM fosfatbuffer, pH 7,2)

Denne buffer benyttes til resuspension og fortynding af ekstrakter af kerner af navleenden fra kartoffelknolde efter
koncentration til en pellet ved centrifugering.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Destilleret vand 1,001

Ingredienserne opleses, pH-vaerdien kontrolleres, og der steriliseres ved autoklavering ved 121 °C i 15 min.

Buffere til IF-testen

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

Denne buffer benyttes til fortynding af antistoffer.

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

Ingredienserne opleses, pH-vardien kontrolleres, og der steriliseres ved autoklavering ved 121 °C i 15 min.
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2.2. IF-buffer — Tween
Denne buffer benyttes til skylning af objektglas.

Der tilsaettes 0,1 % Tween 20 til IF-bufferen.

2.3. Glycerol med fosfatbuffer, pH 7,6

Denne buffer benyttes som indlejringsmiddel pa vinduerne i IF-objektglassene for at intensivere fluorescensen.

Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0 015g
Glycerol 50 ml
Destilleret vand 100 ml

Der fas indlejringsoplosninger, der modvirker falmning, i handelen, f.eks. Vectashield® (Vektor Laboratories) eller
Citifluor® (Leica).

Tilleg 4

Bestemmelse af cellekoncentration i IF- og FISH-testen

1. Optelling: middelantallet af typisk fluorescerende celler pr. synsfelt (c).
2. Beregning: antal typisk fluorescerende celler pr. objektglasvindue (C).
C=cxS§[s

hvor S = overfladearealet af vindue pd multispot-objektglas, og

s = synsfeltets overfladeareal

s = miZ[4GK? hvor i = synsfeltkoefficienten (afhanger af okulartype og varierer fra 8 til 24)
K = rorkoefficienten (1 eller 1,25)

G = objektivets forstorrelse (100x, 40x etc.).
3. Beregning: antal typisk fluorescerende celler pr. ml resuspenderet pellet (N)

N=Cx1000fy x F

hvor y = den resuspenderede pellets volumen pé hvert vindue, og

F = den resuspenderede pellets fortyndingssfaktor.
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Tilleg 5

Medier til isolering og dyrkning af C. m. subsp. sepedonicus

a) Generelle vaekstmedier

Neeringsagar (NA)

Neringsagar (Difco) 230¢g

Destilleret vand 1,01

Ingredienserne opleses, og der steriliseres ved autoklavering ved 121 °C i 15 min.

Neringsagar med dextrose (NDA)

Difco Bacto Nutrient Agar indeholdende 1 % D(+)-glucose (monohydrat). Der steriliseres ved autoklavering ved 115 °C
i 20 minutter.

Geer-pepton-glucoseagar (YPGA)

Gerekstrakt (Difco) 50¢g
Bacto-Pepton (Difco) 50¢g
D(+)-glucose (monohydrat) 10,0 g
Bacto-agar (Difco) 150¢
Destilleret vand 1,01

Ingredienserne opleses, og der steriliseres ved autoklavering ved 121 °C i 15 min.

Geerekstraktmedie med mineralsalte (YGM)

Bacto-garekstrakt (Difco) 20¢g
D(+)-glucose (monohydrat) 25¢

K,HPO, 025g
KH,PO, 025g
MgSO,.7H,0 01g
MnSO,.H,0 0015g
NaCl 0,05¢
FeSO,.7H,0 0,005 g
Bacto-agar (Difco) 18¢g
Destilleret vand 1,01

Ingredienserne opleses, og der steriliseres 0,5 1 af mediet ved autoklavering ved 115 °C i 20 min.

b) Validerede selektive vakstmedier

MTNA-medie

Medmindre andet er anfort, er alle mediekomponenterne fra BDH.
Gerekstrakt (Difco) 20¢g

Mannitol 25¢

K,HPO, 025¢
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KH,PO, 025g
NaCl 0,05g
MgSO,.7H,0 0,1g
MnSO,.H,0 0,015¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Agar (Oxoid nr. 1) 16,0 g
Destilleret vand 1,01

Ingredienserne opleses, og pH-verdien justeres til 7,2. Efter autoklavering (ved 121 °C i 15 min.) og nedkeling til
50 °C tilszttes folgende antibiotika: trimethoprim 0,06 g, nalidixinsyre 0,002 g og amphotericin B 0,01 g.

Stamoplesninger af antibiotika: trimethoprim (Sigma) og nalidixinsyre (Sigma) (begge pa 5 mg/ml) i 96 % methanol,
amphotericin B (Sigma) (1 mg/ml) i dimethylsulfoxid. Stamoplesninger filtersteriliseres.

NB:

Et grundmedies holdbarhed er 3 méneder. Efter at der er tilsat antibiotika, er holdbarheden 1 maned, ndr den opbevares pa kel.

NCP-88-medie

Nzringsagar (Difco) 23g
Geerekstrakt (Difco) 2¢g
D-mannitol 5¢g
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgSO,.7 H,0 025g
Destilleret vand 1,01

Ingredienserne opleses, og pH-veerdien justeres til 7,2. Efter autoklavering og nedkeling til 50 °C tilsattes folgende
antibiotika: polymyxin B sulfat (Sigma) 0,003g, nalidixinsyre (Sigma) 0,008 g og cycloheximid (Sigma) 0,2 g.

Antibiotika opleses i stamoplesninger som folger: nalidixinsyre i 0,01 M NaOH, cycloheximid i 50 % ethanol og poly-
myxin B sulfat i destilleret vand. Stamoplesninger filtersteriliseres.

NB:

Et grundmedies holdbarhed er 3 méneder. Efter at der er tilsat antibiotika, er holdbarheden 1 maned, ndr den opbevares pa kel.
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NB:

Tilleg 6

Valideret PCR-protokol og validerede reagenser

Indledende test med denne metode skal muliggere reproducerbar pavisning af 10°-10* celler af C. m. subsp. sepedonicus pr. ml proveekstrakt.

Indledende test bor endvidere ikke give falsk positive resultater med et udvalg af forskellige bakteriestammer.

1. Multiplex-PCR-protokol med intern PCR-kontrol (Pastrik, 2000)

1.1. Oligonukleotidprimere

Forward primer PSA-1

Reverse primer PSA -R
Forward primer NS-7-F
Reverse primer NS-8-R

5'- ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’
5'- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’
5'- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’

5'- tcc gea ggt tca cct acg ga -3’

Forventet amplikonsterrelse fra C. m. subsp. sepedonicusdna = 502 bp (PSA-primerszt)

Forventet amplikonsterrelse fra den interne PCR-kontrol (18S rRNA) = 377 bp (NS-primersat)

1.2. PCR-mastermix

Reagens Mangde pr. reaktion Slutkoncentration

Sterilt ultrarent vand 15,725 ul
10x PCR-buffer (*) (15 mM MgCl,) 2,5ul 1x (1,5 mM Mg(l,)
BSA (fraktion V) (10 %) 0,25 pl 0,1%
d-nTP-blanding (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer PSA-1 (10pM) 0,5 ul 0,2 uM
Primer PSA-R (10uM) 0,5 ul 0,2 M
Primer NS-7-F (10pM) (2 0,1l 0,04 uM
Primer NS-8-R (10pM) () 0,1l 0,04 uM
Taq-polymerase (5U/ul) (1) 0,2 ul 1,0U
Provevolumen 5,0 pul

Volumen i alt 25,0 ul

(") Metode valideret ved anvendelse af Taq-polymerase fra Perkin Elmer (AmpliTaq eller Gold) og Gibco BRL.

(%) Koncentration af primere NS-7 F og NS-8-R blev optimeret til ekstraktion fra navleenden ved homogeniseringsmetoder og oprens-
ning i overensstemmelse med Pastrik (2000) (se afsnit 6.1.a) og 6.2). Det er nedvendigt med en ny optimering af reagenskoncen-
trationer, hvis der benyttes ekstraktion ved rystning eller andre dna-isoleringsmetoder.

1.3. PCR-reaktionsbetingelser

Folgende program keres:

1 cyklus pa i)

10 cykler pa ii)
i)
iv)

3 min. ved 95 °C (denaturering af dna-template)
1 min. ved 95 °C (denaturering af dna-template)
1 min. ved 64 °C (annealing af primere)
(

1 min. ved 72 °C (forleengelse af kopi)
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1.4.

2.1.

2.2.

25 cykler pa v) 30 sek. ved 95 °C (denaturering af dna-template)
vi) 30 sek. ved 62 °C (annealing af primere)
vii) 1 min. ved 72 °C (forleengelse af kopi)

1 cyklus pa viii) 5 min. ved 72 °C (yderligere forleengelse)
ix) henstand ved 4 °C.

NB:

Dette program er optimeret til anvendelse med et MJ Research PTC 200-PCR-apparat. Det kan vare nedvendigt at @ndre varigheden
af cyklerne ii), iii) iv), v), vi) og vi i) ved anvendelse af andre modeller.

Restriktionsenzymanalyse af amplikon

PCR-produkter, der er amplificeret fra C. m. subsp. sepedonicus-dna, giver en distinktiv restriktionsfragmentlengde-
polymorfisme med enzym Bgl II efter inkubation ved 37 °C i 30 min. Sterrelsen pa restriktionsfragmenterne fra det
C. m. subsp. sepedonicus-specifikke fragment er 282 bp og 220 bp.

Fremstilling af loadingbuffer

Bromphenolbld (10 % stamoplosning)

Bromphenolbld 5¢
Destilleret vand (dobbeltdestilleret) 50 ml

Loadingbuffer
Glycerol (86 %) 3,5 ml
Bromphenolbla (5.1) 300 pl

Destilleret vand (dobbeltdestilleret) 6,2 ml

10x tris-acetat-EDTA-buffer (TAE-buffer), pH 8,0

Tris-buffer 48,4 ¢
Iseddikesyre 11,42 ml
EDTA (dinatriumsalt) 3,72¢
Destilleret vand 1,001

Fortyndes til 1x inden brug.

Fds ogsd i handelen (f.eks. Invitrogen eller tilsvarende).
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1.

Tilleg 7

Validerede reagenser til FISH-test

Oligo-prober

Cms-specifik probe CMS-CY3-01: 5- ttg cgg ggc gea cat cte tge acg -3
Ikke-specifik eubakteriel probe EUB-338-FITC: ~ 5- gct gec tee cgt agg agt-3’

Fikseringsoplesning

[ADVARSEL! FIKSERINGSOPLOSNINGEN INDEHOLDER PARAFORMALDEHYD, DER ER TOKSISK. BAR HAND-
SKER, OG UNDGA AT INDANDE PRODUKTET. DET TILRADES AT ARBEJDE I ET STINKSKAB.]

i) 9 ml vand af molekylarbiologisk kvalitet (f.eks. ultrarent vand (UPW)) opvarmes til ca. 60 °C, og der tilsettes
0,4 g paraformaldehyd. Paraformaldehyd opleses efter tilsaetning af 5 drdber 1 N NaOH og omrering med en

magnetomreorer.

ii) pH-vardien justeres til 7,0 ved at tilsette 1 ml 0,1 M fosfatbuffer (pH 7,0) og 5 draber 1 N HCl. pH-vardien
kontrolleres med indikatorpapir og justeres om nedvendigt med HCl eller NaOH.

[ADVARSEL! DER MA IKKE BENYTTES PH-METER I OPLOSNINGER MED PARAFORMALEDHYD. ]

iii) Oplesningen filtreres gennem et 0,22 pm membranfilter og holdes stovfri ved 4 °C, indtil den skal anvendes igen.

iv) NB:

Som alternativ fikseringsvaske kan anvendes 96 % ethanol.

3x hybmix

NaCl 2,7 M

Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)
EDTA (filtersteriliseret og autoklaveret) 15 mM

Fortyndes ved brug til 1x.

Hybridiseringsoplosning

1x hybmix

Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,01 %
Probe EUB 338 5 ngful
Probe CMSCY301 5 ng/ul

Der forberedes hybridiseringsoplesning i mengder, der er i overensstemmelse med beregningerne i skemaet. For hvert
objektglas (med 2 forskellige prover i duplikat) skal der bruges 90 pl hybridiseringsoplosning.

Skema: Foresldede mangder til forberedes af hybridiseringsblanding

2 objektglas 8 objektglas

Sterilt ultrarent vand 50,1 200,4

3x hybmix 30,0 120,0

1 % SDS 0,9 3,6

Probe EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0

Probe CMSCY301 (100 nglyl) 45 18,0
Volumen i alt (ul) 90,0 360,0

NB: Alle oplesninger, der indeholder lysfolsomme oligo-prober, skal opbevares meorkt ved — 20 °C. De skal beskyttes mod direkte
sollys eller elektrisk lys under brug.
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5. 0,1 M fosfatbuffer, pH 7,0

Na,HPO, 852¢
KH,PO, 5,449
Destilleret vand 1,001

Ingredienserne opleses, pH-vardien kontrolleres, og der steriliseres ved autoklavering ved 121 °C i 15 min.

Tilleg 8
Dyrkning af agplanter

Fro af @gplante (Solanum melongena) sds i pasteuriseret dyrkningskompost. Stiklingerne udplantes, nar kimbladene er helt
udfoldet (10 til 14 dage), i pasteuriseret vackstkompost.

Agplanterne ber dyrkes i drivhus under folgende vakstbetingelser:

Daglaengde: 14 timer eller den naturlige daglengde, hvis denne er pa mere end 14 timer
Temperatur: 21-24 °C om dagen

15 °C om natten.

Modtagelige gplantesorter: »Black Beauty«
»Long Tom«
»Rimac

»Balsasc.

Leverandor: se webstedet http://forum.curopa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Tilleg 9

Gram-farvningsprocedure (Huckers modifikation) (Doetsch, 1981) (1)

Krystalviolet-oplesning

2 g krystalviolet opleses i 20 ml 95 % ethanol.

0,8 g ammoniumoxalat opleses i 80 ml destilleret vand.

De to oplesninger blandes.

Lugols jodoplesning

Jod 1g
Kaliumjodid 2¢g
Destilleret vand 300 ml

De to masser rores sammen i en morter. Vandet haldes i, og der omreres i en lukket beholder, indtil oplesning har fundet
sted.

Safranin-kontrastfarveoplosning

Stamoplesning:
Safranin O 25¢
95 % ethanol 100 ml

Der blandes og henstilles.

Der opleses i forholdet 1:10 for at fa en brugsoplesning.

Farvningsprocedure

1. Udstrygningspraparater, lufttorring og varmefiksering forberedes.
2. Objektglas overhazldes med krystalviolet-oplesningen i 1 min.

3. Der skylles kort med hanevand.

4. Der overhzldes med Lugols jodoplesning i 1 min.

5. Der skylles med hanevand og duppes tort.

6. Farve fiernes med 95 % ethanol, tilfert drdbevis, indtil farve ikke leengere forsvinder, eller der foretages nedsankning
og let omrysten i 30 sekunder.

7. Der skylles med hanevand og duppes tort.

8. Der overhzldes med safranin-oplesning i 10 sek.

9. Der skylles med hanevand og duppes tort.

Gram-positive bakterier farves blaviolette; gram-negative bakterier farves lyserade.

() Det er muligt at anvende oplesninger og farvningskit, som findes i handelen.
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BILAG 1I

I ethvert tilfeelde af mistanke om forekomst, hvor screening efter metoderne i bilag I har givet positivt resultat, og der
afventes bekraftelse eller afkraeftelse efter gennemforelsen af de navnte metoder, bor nedennzvnte tilbageholdes og
opbevares hensigtsmaessigt:

— alle knolde og sa vidt muligt alle planter, der er taget prover fra,
— eventuelt resterende ekstrakt og andet materiale forberedt til screening, f.eks. objektglas til immunofluorescens,
0g
— al relevant dokumentation,
indtil navnte metoder er gennemfort.
Tilbageholdelse af knoldene gor det muligt at foretage sortsafprovning, hvis det er relevant.
Ved bekraftelse af skadegorerens tilstedevaerelse tilbageholdes nedennavnte og opbevares hensigtsmaessigt:
— det i punkt 1 navnte materiale,
0g
— en prove af det inficerede @gplantemateriale, der blev podet med knold- eller planteekstrakt,
0g
— den isolerede skadegorerkultur,

i mindst en maned efter den i artikel 5, stk. 2, omhandlede meddelelsesprocedure.
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BILAG III

1. Folgende elementer tages i betragtning ved bestemmelsen af omfanget af en sandsynlig infektion som omhandlet i
artikel 5, stk. 1, litra b):

— knolde eller planter, der er dyrket pa et produktionssted, som er erkleeret for inficeret, jf. artikel 5, stk. 1, litra a)

— et eller flere produktionssteder med en vis produktionsmeassig tilknytning til de knolde eller planter, der er erklee-
ret for inficeret, jf. artikel 5, stk. 1, litra a), herunder dem, der deler produktionsudstyr og -faciliteter direkte eller
ved en maskinstation

— knolde eller planter, der er produceret pd produktionssteder som omhandlet i foregdende led, eller som befandt
sig pa sddanne produktionssteder i den periode, hvor de knolde eller planter, der er erkleret for inficeret, jf.
artikel 5, stk. 1, litra a), befandt sig pa produktionsstedet som omhandlet i forste led

— kartoffeloplagringssteder, der handterer kartofler fra de i de foregdende led omhandlede produktionssteder

— maskiner, koretgjer, fartgjer, lagre eller enheder deraf og alle andre genstande, herunder emballage, der kan have
vearet i kontakt med knolde eller planter, som er erklaret for inficeret, jf. artikel 5, stk. 1, litra a)

— knolde eller planter, der har varet opbevaret i eller varet i kontakt med nogen af de anlag eller genstande, som
er anfort i foregdende led, inden disse anlag og genstande blev rengjort og desinficeret

— som resultat af testene i henhold til artikel 6 knolde eller planter med samme klonale oprindelse som knolde
eller planter, der er erkleret for inficeret, jf. artikel 5, stk. 1, litra a), og med hensyn til hvilke undersagelser
viser, at de sandsynligvis er inficeret. Der kan foretages sortsafpravning for at verificere de inficerede og klonbe-
slegtede knolde eller planters identitet

— det eller de steder, hvor de knolde eller planter, der er omhandlet i det foregdende led, er produceret.

2. Folgende elementer tages i betragtning ved bestemmelsen af den mulige udbredelse som omhandlet i artikel 5, stk. 1,
litra c):

— narheden af andre produktionssteder, hvor der dyrkes kartofler eller andre vartsplanter

— felles produktion og anvendelse af leeggekartoffelmateriale.

3. Folgende gaelder for den meddelelse, der er omhandlet i artikel 5, stk. 2, forste afsnit:

— Umiddelbart efter at forekomsten af skadegoreren er blevet bekraftet ved laboratorieundersogelse ved anven-
delse af metoder omhandlet i bilag I, meddeles mindst felgende:

— sortsnavnet pa kartoffelpartiet

— typen (spisekartofler, leeggekartofler osv.), og, hvis det er relevant, leeggekartoffelkategorien.

— Nar der er risiko for infektion af kartofler, der kommer fra eller er pa vej til andre medlemsstater, skal den med-
lemsstat, hvori det mistankte tilfelde er blevet bekraftet, straks meddele vedkommende medlemsstat(er) de
oplysninger, der er nodvendige for at efterkomme artikel 5, stk. 3, herunder:

— sortsnavnet pa kartoffelpartiet

— afsenders og modtagers navn og adresse

—  kartoffelpartiets leveringsdato
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— det leverede kartoffelpartis storrelse

— en kopi af plantepasset eller i det mindste plantepasnummeret, hvis det er relevant, eller, hvis det er rele-
vant, producentens eller handelsforetagendets registreringsnummer og en kopi af folgesedlen.

Kommissionen skal gjeblikkelig underrettes, hvis der er givet sddanne oplysninger.
— Nar alle undersogelser er afsluttet, meddeles for hvert enkelt tilfeelde:
— dato for bekreeftelse af infektion

— en kort beskrivelse af den undersogelse, der er foretaget for at identificere kilden og infektionens mulige
udbredelse, herunder angivelse af omfanget af proveudtagninger

— oplysninger om den/de identificerede eller formodede infektionskilde(r)

— narmere oplysninger om omfanget af den erklerede infektion, herunder antal produktionssteder og antal
partier med oplysning om sort og, hvis det drejer sig om laeggekartofler, kategori

— narmere oplysninger om omradeafgransningen, herunder antallet af produktionssteder, der ikke er erklz-
ret inficerede, men som herer under omradet

— andre oplysninger om det/de bekraftede angreb, som Kommissionen matte gnske.
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BILAG IV

Foranstaltningerne under officielt tilsyn som omhandlet i artikel 7, stk. 1, omfatter:

— anvendelse til foder efter en varmebehandling, sidan at der ikke er nogen risiko for, at skadegoreren overlever,

eller

— bortskaffelse pd et sted, der er officielt godkendt til bortskaffelse af affald, og hvor der ikke er nogen paviselig
risiko for, at patogenet spredes til miljoet, f.cks. via udsivning til landbrugsjord,

eller

— forbranding,

eller

— industriel forarbejdning ved direkte, gjeblikkelig levering til et forarbejdningsanlag med officielt godkendte faci-
liteter til bortskaffelse af affald, for hvilke det er fastsldet, at der ikke er nogen paviselig risiko for, at skadegore-
ren spredes, og med faciliteter til rengering og desinfektion af mindst de afgdende koretgjer,

eller

— andre foranstaltninger, forudsat at det er blevet fastsldet, at der ikke er nogen paviselig risiko for, at skadegare-
ren spredes; disse foranstaltninger og begrundelsen herfor skal meddeles Kommissionen og de ovrige
medlemsstater.

Eventuelt resterende affald, der er forbundet med og dannet i forbindelse med ovenstdende processer, bortskaffes
efter officielt godkendte metoder i overensstemmelse med bilag V til dette direktiv.

Passende anvendelse eller bortskaffelse af knolde og planter, som er erklaret for sandsynligvis inficeret, jf. artikel 5,
stk. 1, litra b), og som omhandlet i artikel 7, stk. 2, under tilsyn af de pagaldende medlemsstaters officielle ansvarlige
organer og med passende kommunikation mellem de officielle ansvarlige organer for at sikre sadant tilsyn pa ethvert
tidspunkt og godkendelse fra de officielle ansvarlige organer i den medlemsstat, hvor kartoflerne skal pakkes eller
forarbejdes, for sa vidt angar de i forste og andet led omhandlede faciliteter til bortskaffelse af affald er folgende:

— anvendelse som spisekartofler, feerdigpakket til direkte levering og anvendelse uden ompakning, pa et anleg
med passende faciliteter til bortskaffelse af affald. Kartofler til udplantning ma kun héndteres pa det samme
anlaeg, hvis det sker separat eller efter rengering og desinficering,

eller

— anvendelse som industrikartofler og bestemt til direkte og ejeblikkelig levering til en forarbejdningsvirksomhed
med hensigtsmaessige faciliteter til bortskaffelse af affald og desinfektion og med faciliteter til rengoring og des-
infektion af mindst de afgdende koretgjer,

eller

— anden anvendelse eller bortskaffelse, sdfremt det er fastsldet, at der ikke er nogen paviselig risiko for, at skade-
goreren spredes, og forudsat at de navnte officielle ansvarlige organer giver deres godkendelse.

De passende metoder til rengoring og desinfektion af de genstande, der omhandles i artikel 7, stk. 3, er dem, for
hvilke det er fastsldet, at der ikke er nogen péviselig risiko for, at skadegoreren spredes, og at de anvendes under
tilsyn af medlemsstaternes officielle ansvarlige organer.
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4.1.

Den rakke foranstaltninger, der skal treeffes af medlemsstaterne i det afgransede omrade, jf. artikel 5, stk. 1, litra c),
og artikel 7, stk. 4, omfatter folgende:

For produktionssteder, der er erklaret for inficeret, jf. artikel 5, stk. 1, litra a), gaelder folgende:

a) P4 marker, der er erkleret for inficeret, jf. artikel 5, stk. 1, litra a):

— i mindst de forste tre vakstar efter det vackstar, hvori der blev afgivet erklering om angreb

— traeffes der foranstaltninger til at udrydde gengroninger og andre naturligt forekommende varts-
planter for skadegoreren

— ma der ikke plantes kartoffelknolde, -planter eller egentlige leeggekartofler eller andre naturligt
forekommende veertsplanter for skadegoreren eller planter, for hvilke det er fastslaet, at der er en
paviselig risiko for, at skadegoreren spredes

— ma der i den forste kartoffeldyrkningssason efter den i foregdende led naevnte periode kun produce-
res spise-, foder- eller industrikartofler, dog kun pé betingelse af at marken er fundet fri for gengro-
ninger eller andre naturligt forekommende veartsplanter for skadegereren i mindst to pa hinanden
folgende vackstar forud for udplantning, og de hestede knolde skal testes efter proceduren i bilag I

— kan der i den kartoffeldyrkningssason, der folger efter den i foregdende led omhandlede, og efter et
passende sadskifte, som skal veere pd mindst to ar, hvis der skal dyrkes laggekartofler, legges kartof-
ler til produktion af leeggekartofler eller andre kartofler, og der skal foretages en officiel undersogelse
som beskrevet i artikel 2, stk. 1, eller

— ide forste fire vaekstdr efter det vaekstdr, hvori der blev afgivet erklering om infektion

— traeffes der foranstaltninger til at udrydde gengroninger og andre naturligt forekommende varts-
planter for skadegoreren

—  braklagges marken og bevares som brakmark eller omdannes til og bevares som permanent grees-
areal med hyppig tet klipning eller intensiv grasning

— ma der i den forste kartoffeldyrkningsseeson efter den i foregdende led nevnte periode produceres
leeggekartofler eller andre kartofler, dog kun pa betingelse af at marken er fundet fri for gengroninger
eller andre naturligt forekommende veartsplanter for skadegoreren i mindst to pa hinanden folgende
vakstar forud for udplantning, og de hostede knolde skal testes efter proceduren i bilag 1.

b) P4 alle andre marker pé det inficerede produktionssted, forudsat at de officielle ansvarlige organer har forvisset
sig om, at risikoen for gengroninger og andre naturligt foreckommende vartsplanter for skadegereren er fjernet:

i det forste vakstdr efter det veakstdr, hvori der blev afgivet erklering om infektion, méd der enten ikke
plantes kartoffelknolde, -planter eller egentlige leeggekartofler eller andre naturligt forekommende veerts-
planter for skadegoreren, eller

— ma der kun legges certificerede laeggekartofler til avl af spise-, foder- eller industrikartofler

i det andet vakstdr efter det vakstdr, hvori der blev afgivet erklering om infektion, ma der kun legges
certificerede laeggekartofler eller laeggekartofler, der er officielt testet for ringbakteriose og er dyrket under
officielt tilsyn pd andre produktionssteder end dem, der er omhandlet i punkt 4.1, til avl af leeggekartofler
eller andre kartofler

i mindst det tredje vakstdr efter det vakstdr, hvori der blev afgivet erklering om infektion, ma der kun
leegges certificerede leeggekartofler eller leeggekartofler, der er dyrket under officielt tilsyn af certificerede
leeggekartofler, til avl af leeggekartofler eller andre kartofler
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— i hvert af de i de foregdende led nevnte vaekstdr skal der traffes foranstaltninger til at eliminere eventuelle
gengroninger og andre naturligt forekommende veartsplanter for skadegoreren, og der skal i alle kartoffel-
marker gennemfores en officiel test af de hostede kartofler efter proceduren i bilag I.

Umiddelbart efter erklaeringen om infektion, jf. artikel 5, stk. 1, litra a), og efter det forstfolgende vackstar skal
alle maskiner og lagerfaciliteter pd produktionsstedet, der benyttes i kartoffelproduktionen, efter omstendig-
hederne rengores og desinficeres, hvor relevant, ved hjelp af passende metoder som beskrevet i punkt 3.

I en enhed med beskyttet planteproduktion, hvor det er muligt helt at udskifte vackstmediet

— mad der ikke plantes knolde, planter eller egentlige leggekartofler, medmindre produktionsenheden er under-
kastet foranstaltninger under officielt tilsyn til at udrydde skadegereren og fjerne alt veertsplantemateriale,
herunder mindst en fuldstendig udskiftning af vaekstmedie og rengering og desinfektion af produktionsen-
heden og alt udstyr, og de officielle ansvarlige organer derefter har godkendt, at der produceres kartofler

—  skal kartoffelproduktionen foregd med certificerede laeggekartofler eller miniknolde eller mikroplanter, der
hidrerer fra testet materiale.

4.2. Inden for det afgreensede omrdde skal medlemsstaterne, uden at det berorer foranstaltningerne i punkt 4.1:

a)

omgdende efter erklaringen om infektion sikre rengering og desinfektion, hvor relevant, af maskiner og lagre
pa siddanne steder, der indgér i kartoffelavl, ved hjalp af passende metoder som beskrevet i punkt 3

omgdende efter erklaeringen om infektion og i mindst tre veckstsasoner herefter:

— serge for, at deres officielle ansvarlige organer forer tilsyn med steder, hvor der dyrkes, opbevares og hand-
teres kartofler, samt med steder, hvor der i gvrigt anvendes kartoffelmaskineri

—  kraeve, at der kun laegges certificerede leeggekartofler eller leggekartofler dyrket under officielt tilsyn til al
kartoffeldyrkning inden for omrddet, og at leeggekartoffelafgraden, der er dyrket pa produktionssteder, der
er erkleeret sandsynligvis inficeret i henhold til artikel 5, stk. 1, litra b), testes efter hosten

—  krave, at alle hostede leggekartofler hdndteres serskilt fra andre kartofler overalt i omradet, eller at der
gennemfores rengoring og desinfektion mellem handtering af laeggekartofler og hdndtering af andre kartofler

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

om forngdent opstille et program for udskiftning af alle leeggekartofler i lobet af en passende periode.
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BILAGV

Med henblik pé at undgd enhver péviselig risiko for spredning af skadegoreren gzlder folgende for de officielt godkendte
metoder til bortskaffelse af affald, der er omhandlet i punkt 1 i bilag IV:

i)

ii)

Bortskaffelse af kartoffelaffald (herunder kartoffelskraller og kasserede kartofler) og alt andet fast affald forbundet
med kartoflerne (herunder jord, sten og andet materiale) skal ske ved

bortskaffelse pa et sted, der er officielt godkendst til bortskaffelse af affald, og hvor der ikke er nogen paviselig
risiko for, at skadegoreren spredes til miljoet, f.eks. via udsivning til landbrugsjord. Affaldet skal sendes direkte
til bortskaffelsesstedet indesluttet pd en méde, der sikrer, at affaldet ikke tabes eller spildes,

eller
forbreending;
eller

andre foranstaltninger, forudsat at det er blevet fastslaet, at der ikke er nogen péviselig risiko for, at skadegore-
ren spredes; sidanne foranstaltninger meddeles til Kommissionen og de ovrige medlemsstater.

Flydende affald, der indeholder opslemmede faste stoffer, skal inden bortskaffelse underkastes en filtrerings- eller
bundfzldningsproces, der fjerner de faste stoffer. De faste stoffer bortskaffes i overensstemmelse med nr. i).

Efterfolgende treeffes en af folgende foranstaltninger:

Spildevandet (hele mangden) opvarmes til mindst 60 °C i mindst 30 min. inden bortskaffelse,
eller

Spildevandet bortskaffes efter en anden, officielt godkendt metode og under officielt tilsyn, sledes at der ikke er
nogen paviselig risiko for, at affaldet kommer i kontakt med landbrugsjord. En narmere beskrivelse af sidanne
foranstaltninger meddeles til Kommissionen og de gvrige medlemsstater.

De i dette bilag beskrevne processer finder ogsd anvendelse pa affald dannet i forbindelse med handtering, bortskaffelse og
behandling af inficerede partier.



