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(Veriffentlichungsbediirftige Rechtsakte)

RICHTLINIE 2006/60/EG DER KOMMISSION
vom 7. Juli 2006

zur Anderung der Richtlinie 90/642/JEWG des Rates beziiglich der dort festgesetzten
Riickstandshochstgehalte fiir Trifloxystrobin, Thiabendazol, Abamectin, Benomyl, Carbendazim,
Thiophanatmethyl, Myclobutanyl, Glyphosat, Trimethylsulfon, Fenpropimorph und Chlormequat

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestlitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europiischen
Gemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 90/642[EWG des Rates vom
27. November 1990 iiber die Festsetzung von Hochstgehalten an
Riickstinden von Schidlingsbekdmpfungsmitteln auf und in
bestimmten Erzeugnissen pflanzlichen Ursprungs, einschlielich
Obst und Gemiise (1), insbesondere auf Artikel 7,

gestiitzt auf die Richtlinie 91/414/EWG des Rates vom 15. Juli
1991 iiber das Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln (2),
insbesondere auf Artikel 4 Absatz 1 Buchstabe f,

in Erwigung nachstehender Griinde:

(1)  Gemif der Richtlinie 91/414/EWG fillt die Zulassung von
Pflanzenschutzmitteln zur Anwendung bei bestimmten
Pflanzen in den Zustdndigkeitsbereich der Mitgliedstaaten.
Diese Zulassungen miissen auf der Bewertung der Auswir-
kungen auf die Gesundheit von Mensch und Tier und die
Umwelt beruhen. Dabei zu beriicksichtigen sind u. a. die
Anwenderexposition und die Exposition umstehender Per-
sonen, die Auswirkungen auf Land, Wasser und Luft sowie
die Auswirkungen auf Mensch und Tier infolge der Auf-
nahme von auf behandelten Pflanzen verbliebenen Riick-
standen iiber die Nahrung.

(2)  Rickstandshochstgehalte ergeben sich aus dem Einsatz der
Mindestmenge an Pestiziden, die erforderlich ist, um einen
wirksamen Pflanzenschutz zu erzielen und die so einge-
setzt wird, dass die Riickstandsmenge so gering wie mog-
lich und toxikologisch vertretbar ist, insbesondere im
Hinblick auf die geschitzte Aufnahme iiber die Nahrung.

(") ABL L 350 vom 14.12.1990, S. 71. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/53/EG der Kommission (ABl. L 154 vom
8.6.2006, S. 11).

() ABL L 230 vom 19.8.1991, S. 1. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/45/EG der Kommission (ABL. L 130 vom
18.5.2006, S. 27).

(3)  Die Riickstandshochstgehalte fur Pestizide, fir die die
Richtlinie 90/642/EWG gilt, sind stindig zu tiberpriifen
und konnen zur Beriicksichtigung neuer oder gednderter
Verwendungszwecke gedndert werden. Der Kommission
wurden Informationen tiber neue oder gednderte Verwen-
dungszwecke iibermittelt, die zu Anderungen der
Riickstandsmenge bei Trifloxystrobin, Thiabendazol, Aba-
mectin, der Benomyl-Gruppe (Benomyl, Carbendazim
und Thiophanatmethyl), Myclobutanyl, Glyphosat, Trime-
thylsulfon und Fenpropimorph.

(4)  Fur Chlormequat wurden der Kommission Informationen
tbermittelt, die die Annahme eines vorldufigen MRL fiir
Birnen fiir einen Zeitraum von drei Jahren rechtfertigen.

(5)  Die Verbraucherexposition bei lebenslanger Aufnahme
von Lebensmitteln, die moglicherweise Riickstdnde dieser
Pestizide enthalten, ist gemdfl den in der Europiischen
Gemeinschaft verwendeten Methoden und Verfahren unter
Beriicksichtigung der von der Weltgesundheitsorganisati-
on (3) veroffentlichten Leitlinien gepriift und bewertet wor-
den. Dabei wurde beriicksichtigt, dass Abamectin und
Thiabendazol auch als Tierarzneimittel bei zur
Lebensmittelerzeugung gehaltenen Tieren verwendet wird
und dass fiir diese zwei Stoffe gemdfl der Verordnung
(EWG) Nr. 2377/90 (4 des Rates bereits Riickstands-
hochstmengen festgelegt wurden. Auf der Grundlage die-
ser  Prifung und  Bewertung  sollten  die
Riickstandshochstgehalte fiir diese Pestizide festgesetzt
werden, um zu gewiahrleisten, dass die annehmbare tagli-
che Aufnahme nicht tiberschritten wird.

(%) ,Guidelines for predicting dietary intake of pesticide residues” (iiber-
arbeitete Fassung), erstellt vom GEMS/Food Programme in Zusam-
menarbeit mit dem Codex Committee on Pesticide Residues,
veroffentlicht  von der  Weltgesundheitsorganisation 1997
(WHO/FSF[FOS/97.7).

(*) ABL L 224 vom 18.8.1990, S. 1. Verordnung zuletzt gedndert durch
die Verordnung (EG) Nr. 205/2006 der Kommission (ABL. L 34 vom
7.2.2006, S. 21).
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(6)  Im Falle von Benomyl, Carbendazim, Thiophanatemethyl,
Fenpropimorph und Chlormequat, fur die es eine akute
Referenzdosis (Acute Reference Dose — ARfD) gibt, ist
die akute Verbraucherexposition bei Aufnahme von
Lebensmitteln, die moglicherweise Riickstinde dieser
Schidlingsbekdmpfungsmittel enthalten, gemif den in der
Europdischen Gemeinschaft verwendeten Methoden
und Verfahren unter Beriicksichtigung der von der Welt-
gesundheitsorganisation verdffentlichten Leitlinien gepriift
und bewertet worden. Beriicksichtigt wurden die Stellung-
nahmen des Wissenschaftlichen Pflanzenausschusses, ins-
besondere die Gutachten und Empfehlungen hinsichtlich
des Schutzes der Verbraucher bei Lebensmitteln, die mit
Schidlingsbekdmpfungsmitteln behandelt wurden (*). Auf
der Grundlage der Bewertung der Aufnahme iiber die Nah-
rung sollten die Riickstandshochstgehalte fiir diese Pesti-
zide festgesetzt werden, um zu gewihrleisten, dass die
annehmbare tigliche Aufnahme nicht tiberschritten wird.
Die Auswertung der vorliegenden Informationen fir die
iibrigen Stoffe hat ergeben, dass keine akute Referenzdosis
(ARfD) und somit auch keine Bewertung der kurzfristigen
Expositionen erforderlich sind.

(7)  Ergibt die zugelassene Verwendung von Pestiziden keine
bestimmbaren Riickstinde in oder auf dem Lebensmittel
oder ist die Verwendung nicht zugelassen oder ist die von
Mitgliedstaaten zugelassene Verwendung nicht durch die
erforderlichen Daten gestiitzt oder werden in Drittlindern
Mittel eingesetzt, die zu Riickstdnden in oder auf Lebens-
mitteln fithren, die auf den Gemeinschaftsmarkt gelangen
konnen und tiber die keine ausreichenden Daten vorlie-
gen, so wird die untere analytische Bestimmungsgrenze als
Riickstandshochstgehalt festgesetzt.

(8)  Daher sollten fiir diese Pestizide neue Riickstands-
hochstwerte festgesetzt werden.

(99 Die Festsetzung oder Anderung vorldufiger Riickstands-
hochstgehalte auf Gemeinschaftsebene hindert die Mit-
gliedstaaten jedoch nicht daran, gemafS Artikel 4 Absatz 1
Buchstabe f der Richtlinie 91/414/EWG und gemifd
Anhang VI derselben Richtlinie vorldufige Riickstands-
hochstgehalte fir Glyphosat, Trimethylsulfon und Triflo-
xistrobin festzusetzen. Ein Zeitraum von vier Jahren diirfte
fur die Zulassung weiterer Anwendungen dieser Stoffe aus-
reichend sein. Danach sollte der vorliufige gemeinschaft-
liche Riickstandshochstgehalt endgiiltig werden.

(10)  In mehreren Mitgliedstaaten werden Lupinen als Lebens-
mittel verzehrt. Die Verwendung von Glyphosat ist bei
Lupinen zuldssig. Daher ist zum Schutz der Verbraucher

(1) Stellungnahme zu Fragen im Zusammenhang mit der Anderung der
Anhdnge  der  Richtlinien  86/362[EWG,  86/363/EWG
und 90/642/EWG des Rates (vom SCP am 14. Juli 1998 abgegeben);
Stellungnahme iiber schwankende Pestizidriickstinde in Obst und
Gemiise (vom SCP am 14. Juli 1998 abgegeben)
http://europa.eu.int/comm/food|fs/sc/scp/outcome_ppp_en.html

vor zu hohen Riickstinden von Schadlingsbekdmpfungs-
mitteln auf Lupinen die Aufnahme des Eintrags ,Lupinen®
und die Festlegung eines MRL fiir Lupinen erforderlich.

(11)  Die Richtlinie 90/642/EWG ist entsprechend zu dndern.

(12)  Die in dieser Richtlinie vorgesechenen MafSnahmen entspre-
chen der Stellungnahme des Stindigen Ausschusses fiir
die Lebensmittelkette und Tiergesundheit —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Die Richtlinie 90/642/EWG wird wie folgt gedndert:

1. In Anhang I, in der Gruppe ,3. Hiilsenfriichte“ wird der Ein-
trag ,Lupinen” so eingefiigt, dass der Begriff ,ganzes Erzeug-
nis“ in der letzten Spalte fiir alle 4 Eintrige gilt.

2. Anhang II wird entsprechend dem Anhang der vorliegen-
den Richtlinie gedndert.

Artikel 2

(1)  Die Mitgliedstaaten erlassen und verdffentlichen spitestens
am 20. Januar 2007 die erforderlichen Rechts- und Verwaltungs-
vorschriften, um dieser Richtlinie nachzukommen; dies gilt nicht
fir die Benomyl-Gruppe und Thiophanatmethyl, fir die sie diese
Rechts- und Verwaltungsvorschriften spatestens am 14. Septem-
ber 2006 erlassen und verdffentlichen, und fir Chlormequat, fir
das sie diese Rechts- und Verwaltungsvorschriften spatestens am
31. Juli 2006 erlassen und veroffentlichen. Sie teilen der Kom-
mission unverziiglich den Wortlaut dieser Rechtsvorschriften mit
und fiigen eine Entsprechungstabelle dieser Rechtsvorschriften
und der vorliegenden Richtlinie bei.

Sie wenden diese Bestimmungen ab dem 21. Januar 2007 an,
dies gilt nicht fir die Benomyl-Gruppe und Thiophanatmethyl,
fur die die Bestimmungen am 15. September 2006 angewandt
werden, und fiir Chlormequat, fir das sie am 1. August 2006
angewandt werden.

Bei Erlass dieser Vorschriften nehmen die Mitgliedstaaten in den
Vorschriften selbst oder durch einen Hinweis bei der amtlichen
Veroffentlichung auf diese Richtlinie Bezug. Die Mitgliedstaaten
regeln die Einzelheiten der Bezugnahme.
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(2)  Die Mitgliedstaaten teilen der Kommission den Wortlaut Artikel 4
der wichtigsten innerstaatlichen Rechtsvorschriften mit, die sie
auf dem unter diese Richtlinie fallenden Gebiet erlassen. Diese Richtlinie ist an die Mitgliedstaaten gerichtet.

Artikel 3 Briissel, den 7. Juli 2006.

Fiir die Kommission

Diese Richtlinie tritt am zwanzigsten Tag nach ihrer Veroffentli- Markos KYPRIANOU
chung im Amtsblatt der Europdischen Union in Kraft. Mitglied der Kommission
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RICHTLINIE 2006/61/EG DER KOMMISSION
vom 7. Juli 2006

zur Anderung der Anhiinge der Richtlinien 86/362[EWG, 86/363/EWG und 90/642/EWG des Rates
beziiglich der Riickstandshochstgehalte fiir Atrazin, Azinphosethyl, Cyfluthrin, Ethephon, Fenthion,
Methamidophos, Methomyl, Paraquat und Triazophos

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europdischen
Gemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 86/362/EWG des Rates vom 24. Juli
1986 tiber die Festsetzung von Hochstgehalten an Riickstinden
von Schidlingsbekdmpfungsmitteln auf und in Getreide (?), ins-
besondere auf Artikel 10,

gestiitzt auf die Richtlinie 86/363/EWG des Rates vom 24. Juli
1986 tiber die Festsetzung von Hochstgehalten an Riickstinden
von Schidlingsbekimpfungsmitteln auf und in Lebensmitteln tie-
rischen Ursprungs (?), insbesondere auf Artikel 10,

gestiitzt auf die Richtlinie 90/642/EWG des Rates vom
27. November 1990 iiber die Festsetzung von Hochstgehalten an
Riickstinden von Schidlingsbekimpfungsmitteln auf und in
bestimmten Erzeugnissen pflanzlichen Ursprungs, einschlieflich
Obst und Gemiise (), insbesondere auf Artikel 7,

gestiitzt auf die Richtlinie 91/414/EWG des Rates vom 15. Juli
1991 iiber das Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln (%),
insbesondere auf Artikel 4 Absatz 1 Buchstabe f,

in Erwidgung nachstehender Griinde:

(1) Bei Getreide und Erzeugnissen pflanzlichen Ursprungs,
einschliefBlich Obst und Gemiise, spiegeln die Riickstands-
gehalte den Einsatz der Mindestmenge an Pestiziden wider,
die erforderlich ist, um einen wirksamen Pflanzenschutz
zu erzielen. Die Pestizide sind so einzusetzen, dass die
Riickstandsmenge so gering wie moglich und toxikolo-
gisch vertretbar ist, insbesondere im Hinblick auf den
Umweltschutz und die geschitzte Aufnahme mit der Nah-
rung durch die Verbraucher. Bei Lebensmitteln tierischen

(") ABL L 221 vom 7.8.1986, S. 37. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/59/EG der Kommission (ABL L 175 vom
29.6.20006, S. 61).

(3 ABL L 221 vom 7.8.1986, S. 43. Richtlinie zuletzt geindert durch
die Richtlinie 2006/59/EG der Kommission.

(®) ABL L 350 vom 14.12.1990, S. 71. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/59/EG der Kommission.

(*) ABL L 230 vom 19.8.1991, S. 1. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/45/EG der Kommission (ABlL L 130 vom
18.5.2006, S. 27).

Ursprungs spiegeln die Riickstandsgehalte die Aufnahme
von mit Pestiziden behandeltem Getreide und Erzeugnis-
sen pflanzlichen Ursprungs durch Tiere sowie gegebenen-
falls die unmittelbaren Folgen des Einsatzes von
Tierarzneimitteln ~ wider.  Die  gemeinschaftlichen
Riickstandshochstgehalte bilden die oberen Grenzwerte fiir
solche Riickstinde, die man in Erzeugnissen dann erwar-
ten konnte, wenn die Erzeuger eine gute landwirtschaftli-
che Praxis anwenden.

(2)  Die Riickstandshochstgehalte fiir Pestizide werden stindig
iberpriift und konnen gedndert werden, um neuen Infor-
mationen und Daten Rechnung zu tragen. Ergibt die zuge-
lassene Verwendung von Pestiziden keine nachweisbaren
Riickstinde in oder auf dem Lebensmittel oder ist die Ver-
wendung nicht zugelassen oder ist die von Mitgliedstaa-
ten zugelassene Verwendung nicht durch die
erforderlichen Daten gestiitzt oder werden in Drittlindern
Mittel verwendet, die zu Riickstinden in oder auf Lebens-
mitteln fuhren, die auf den Gemeinschaftsmarkt gelangen
konnen und tiber die keine ausreichenden Daten vorlie-
gen, so wird die untere analytische Bestimmungsgrenze als
Riickstandshochstgehalt festgesetzt.

(3)  Der Kommission wurde mitgeteilt, dass die Riickstands-
hochstgehalte fir mehrere Pestizide angesichts neuer
Informationen iiber die Toxikologie und die Aufnahme
durch die Verbraucher maoglicherweise iiberpriift werden
miissen. Die Kommission hat die jeweiligen Bericht erstat-
tenden Mitgliedstaaten aufgefordert, Vorschlage fur die
Uberpriifung der auf EU-Ebene festgelegten Riickstands-
hochstgehalte zu machen. Diese Vorschlage wurden der
Kommission unterbreitet.

(4  Die lebenslange und die kurzzeitige Verbraucher-
exposition bei Aufnahme der unter diese Richtlinie fallen-
den Pestizide tiber Lebensmittel ist gemifs den in der
Europiischen Union verwendeten Methoden und Verfah-
ren unter Beriicksichtigung der Leitlinien der Weltgesund-
heitsorganisation (°) erneut gepriift und bewertet worden.
Auf dieser Grundlage sollten neue Riickstandshochst-
gehalte festgesetzt werden, um zu gewihrleisten, dass es
zu keiner unannehmbaren Belastung der Verbraucher
kommt.

(°) ,Guidelines for predicting dietary intake of pesticide residues*

(iiberarbeitete Fassung), erstellt vom GEMS[Food Programme in
Zusammenarbeit mit dem Codex Committee on Pesticide Resi-
dues, 1997 von der Weltgesundheitsorganisation veréffentlicht
(WHO/FSE[FOS/97.7).
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(5)  Die akute Verbraucherexposition bei Aufnahme von
Lebensmitteln, die moglicherweise Riickstinde dieser Pes-
tizide enthalten, ist gemdR den in der Europdischen Union
verwendeten Methoden und Verfahren unter Beriicksich-
tigung der von der Weltgesundheitsorganisation veroffent-
lichten Leitlinien gepriift und bewertet worden. Das
Ergebnis war, dass Pestizidriickstinde unterhalb der in die-
ser Richtlinie vorgeschlagenen Riickstandshochstgehalte
keine akute toxische Wirkung haben.

(6)  Die Handelspartner der Gemeinschaft wurden iiber die
Welthandelsorganisation zu den in dieser Richtlinie vor-
geschlagenen  Riickstandshochstgehalten  konsultiert,
und ihre diesbeziiglichen ~ Auferungen  wurden
beriicksichtigt.

(7) Die Anhinge der Richtlinien 86/362/EWG, 86/363/EWG
und 90/642[/EWG sollten entsprechend geindert werden.

(8)  Die in dieser Richtlinie vorgesehenen Mafinahmen entspre-
chen der Stellungnahme des Stiandigen Ausschusses fiir
die Lebensmittelkette und Tiergesundheit —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Anhang II der Richtlinie 86/362/EWG wird entsprechend
Anhang I der vorliegenden Richtlinie gedndert.

Artikel 2

Anhang II der Richtlinie 86/363/EWG wird entsprechend
Anhang II der vorliegenden Richtlinie gedndert.

Artikel 3

Anhang 1I der Richtlinie 90/642/EWG wird entsprechend
Anhang III der vorliegenden Richtlinie gedndert.

Artikel 4

(1)  Die Mitgliedstaaten erlassen und veréffentlichen spitestens
am 20. Januar 2007 die erforderlichen Rechts- und Verwaltungs-
vorschriften, um dieser Richtlinie nachzukommen. Sie teilen der
Kommission unverziiglich den Wortlaut dieser Rechtsvor-
schriften mit und fiigen eine Entsprechungstabelle dieser Rechts-
vorschriften und der vorliegenden Richtlinie bei.

Sie wenden diese Vorschriften ab 21. Januar 2007 an.

Bei Erlass dieser Vorschriften nehmen die Mitgliedstaaten in den
Vorschriften selbst oder durch einen Hinweis bei der amtlichen
Veroffentlichung auf diese Richtlinie Bezug. Die Mitgliedstaaten
regeln die Einzelheiten der Bezugnahme.

(2)  Die Mitgliedstaaten teilen der Kommission den Wortlaut
der wichtigsten einzelstaatlichen Rechtsvorschriften mit, die sie
auf dem unter diese Richtlinie fallenden Gebiet erlassen.

Artikel 5

Diese Richtlinie tritt am zwanzigsten Tag nach ihrer Veréffentli-
chung im Amtsblatt der Europdischen Union in Kraft.

Artikel 6

Diese Richtlinie ist an die Mitgliedstaaten gerichtet.

Briissel, den 7. Juli 2006.

Fiir die Kommission
Markos KYPRIANOU

Mitglied der Kommission



L 206/14 Amtsblatt der Europdischen Union

27.7.2006

ANHANG I

Anhang II Teil A der Richtlinie 86/362/EWG wird wie folgt gedndert:

1. Die folgende Zeile wird eingefuigt:

Pestizidriickstinde Hochstgehalt in mg/kg

JAtrazin 0,05 ()
GETREIDE

() Untere analytische Bestimmungsgrenze.”

2. Die Zeilen betreffend Azinphos-ethyl, Ethephon und Triazophos erhalten folgende Fassung:

Pestizidriickstinde Hochstgehalt in mg/kg
»Azinphosethyl 0,05 ()
GETREIDE
Ethephon 0,5 Gerste, Roggen

0,2 Triticale, Weizen
0,05 (") sonstiges Getreide

Triazophos 0,02 ()
GETREIDE

() Untere analytische Bestimmungsgrenze.”
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ANHANG II

Anhang II Teil A der Richtlinie 86/363/EWG wird wie folgt gedndert:

In Anhang II Teil A der Richtlinie 86/363/EWG erhalten die Zeilen betreffend Azinphosethyl und Triazophos fol-

gende Fassung:

Pestizidriickstinde

Hochstgehalt in mg/kg

Fettanteil von Fleisch, Fleisch-
zubereitungen, Schlacht-
nebenerzeugnisse und
tierische Fette, aufgefiihrt in
Anhang I unter KN-Codes
ex 0201, 0202, 0203, 0204,
0205 00 00, 0206, 0207,

Roh- und Vollmilch von
Kithen, aufgefithrt in
Anhang I unter KN-Code
0401; der iibrigen Lebensmit-
tel unter KN-Codes 0401,
0402, 0405 00 und 0406

Frischei ohne Schale, Vogeleier
und Eigelb, aufgefiihrt in
Anhang [ unter KN-Codes
0407 00 und 0408 (3) (4)

ex 0208, 0209 00, 0210, gemdf (2) (4)

1601 00 und 1602 (1) (4)
»Azinphos-ethyl 0,01 () 0,01 () 0,01 ()
Triazophos 0,01 () 0,01 () 0,01 ()

() Untere analytische Bestimmungsgrenze.*

In Anhang II Teil A der Richtlinie 86/363/EWG erhalten die Zeilen betreffend Fenthion folgende Fassung:

Pestizidriickstinde Hochstgehalt in mg/kg
Fettanteil von Fleisch, Fleisch-
zubereitungen, Schlacht- Roh- und Vollmilch von
nebenerzeugnisse und Kiihen, aufgefiihrt in o1 .
tierische Fette, aufgefiihrt in Anhang [ unter KN-Code Frischei (?hne Schale,“Vog?leler
1o . und Eigelb, aufgefiihrt in
Anhang I unter KN-Codes 0401; der iibrigen Lebensmit- Anhane I unter KN-Codes
ex 0201, 0202, 0203, 0204, tel unter KN-Codes 0401, 0407 OgO nd 0408_(3) 4
0205 00 00, 0206, 0207, 0402, 0405 00 und 0406 u
ex 0208, 0209 00, 0210, gemiR (2) (4)
1601 00 und 1602 (1) (4)
,Fenthion und sein —
Sauerstoff-Analogon sowie
deren Sulfoxide und Sul- 0,05 () 0,01 ()

fone,
Fenthion

ausgedriickt  als

() Untere analytische Bestimmungsgrenze.*
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ANHANG III

Anhang II Teil A der Richtlinie 90/642/EWG wird wie folgt gedndert:

1.  Die folgende Spalte wird bei Fenthion angefiigt:

Gruppen und Beispiele einzelner Erzeugnisse, fiir die die Riickstandshochstgehalte gelten

Fenthion und sein Sauerstoff-
Analogon, deren Sulfoxide
und Sulfone, ausgedriickt als
Fenthion

,1.  Friichte, frisch, getrocknet oder ungekocht, durch Gefrieren haltbar
gemacht, ohne Zusatz von Zucker; Schalenfriichte

i)

ZITRUSFRUCHTE

Grapefruit

Zitronen

Limonen

Mandarinen (einschlieflich Clementinen und andere Hybriden)

Orangen

Pomelos

Sonstige

SCHALENFRUCHTE (mit oder ohne Schale)

0,01 ()

Mandeln

Paraniisse

Kaschu-Niisse

Esskastanien, Edelkastanien

Kokosniisse

Haselniisse

Macadamianiisse

Pekanniisse, Hickoryniisse

Pinienkerne, Pignoli

Pistazien

Walniisse

Sonstige

iii)

KERNOBST

0,01 ()

Apfel

Birnen

Quitten

Sonstige

STEINOBST

Aprikosen, Marillen

Kirschen

Pfirsiche (einschliefSlich Nektarinen und andere Hybriden)

Pflaumen

Sonstige

0,01 ()

BEEREN UND KLEINOBST

0,01 ()

a) Tafel- und Keltertrauben

Tafeltrauben

Keltertrauben

b) Erdbeeren (ohne Wildfriichte)
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Gruppen und Beispiele einzelner Erzeugnisse, fiir die die Riickstandshochstgehalte gelten

Fenthion und sein Sauerstoff-
Analogon, deren Sulfoxide
und Sulfone, ausgedriickt als
Fenthion

9

Strauchbeerenobst (ohne Wildfriichten)

Brombeeren

Taubeeren

Loganbeeren

Himbeeren

Sonstige

Anderes Kleinobst und Beeren (ohne Wildfriichte)

Heidelbeeren

Preiselbeeren

Johannisbeeren, Ribisel (rot, schwarz und weif)

Stachelbeeren

Sonstige

¢

Wildfriichte

vi)

SONSTIGE FRUCHTE

Avocados

Bananen

Datteln

Feigen

Kiwis

Kumquats

Litschis

Mangos

Oliven (Tafeloliven)

Oliven (Kelteroliven)

Papayas

Passionsfriichte

Ananas

Sonstige

0,01 ()

2. Gemiise, frisch oder ungekocht, gefroren oder getrocknet

0,01 ()

i)

WURZEL- UND KNOLLENGEMUSE

Rote Riiben

Karotten und Mohren

Kassava, Maniok

Knollensellerie

Meerrettich, Kren

Topinambur

Pastinaken

Petersilienwurzel

Radieschen und Rettiche

Schwarzwurzeln

Siikkartoffeln, Bataten

Kohlriiben

Speiseriiben
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Gruppen und Beispiele einzelner Erzeugnisse, fiir die die Riickstandshochstgehalte gelten

Fenthion und sein Sauerstoff-
Analogon, deren Sulfoxide
und Sulfone, ausgedriickt als
Fenthion

Yamswurzeln

Sonstige

ZWIEBELGEMUSE

Knoblauch

Zwiebeln

Schalotten

Frithlingszwiebeln

Sonstige

iii)

FRUCHTGEMUSE

a) Solanaceae

Tomaten, Paradeiser

Paprika

Auberginen, Melanzani

Okra

Sonstige

b) Cucurbitaceae — mit geniefSbarer Schale

Salatgurken

Einlegegurken

Zucchini

Sonstige

¢) Cucurbitaceae — mit ungeniefSbarer Schale

Melonen

Kiirbisse

Wassermelonen

Sonstige

d)  Zuckermais

KOHLGEMUSE

a) Blumenkohle

Riibstiel (Broccoli)

Blumenkohl, Karfiol

Sonstige

b) Kopftkohle

Rosenkohl, Kohlsprossen

Kopfkohl

Sonstige

¢) Blattkohle

Chinakohl

Griinkohl

Sonstige

d) Kohlrabi

BLATTGEMUSE UND FRISCHE KRAUTER

a) Salate und dhnliche

Gartenkresse
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Gruppen und Beispiele einzelner Erzeugnisse, fiir die die Riickstandshochstgehalte gelten

Fenthion und sein Sauerstoff-
Analogon, deren Sulfoxide
und Sulfone, ausgedriickt als
Fenthion

Feldsalat

Salat

Endivie

Rucola

Kohlbldtter und -stingel

Sonstige

b) Spinat und dhnliche

Spinat

Mangold

Sonstige

¢) Brunnenkresse

d) Chicorée

e) Frische Kriuter

Kerbel

Schnittlauch

Petersilie

Sellerieblitter

Sonstige

vi) HULSENGEMUSE (frisch)

Bohnen (mit Hiilsen)

Bohnen (ohne Hiilsen)

Erbsen (mit Hiilsen)

Erbsen (ohne Hiilsen)

Sonstige

vii) STANGELGEMUSE (frisch)

Spargel

Kardonen

Stangensellerie

Fenchel

Artischocken

Lauch, Porree

Rhabarber

Sonstige

viii) PILZE

a)  Zuchtpilze

b) Wildpilze

3.  Hiilsenfriichte

0,01 ()

Bohnen

Linsen

Erbsen
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Fenthion und sein Sauerstoff-
Analogon, deren Sulfoxide
und Sulfone, ausgedriickt als
Fenthion

Gruppen und Beispiele einzelner Erzeugnisse, fiir die die Riickstandshochstgehalte gelten

Sonstige
4. Olsaaten 0,02 ()

Leinsamen

Erdniisse

Mohnsamen

Sesamsamen

Sonnenblumenkerne

Rapssamen

Sojabohnen

Senfkérner

Baumwollsamen

Hanfsamen

Sonstige
5. Kartoffeln 0,01 ()
Frithkartoffeln
Lagerkartoffeln

6.  Tee (getrocknete und fermentierte oder nicht fermentierte Blitter und
Blattstiele von Camellia sinensis)

7. Hopfen (getrocknet), einschlieflich Hopfenpellets und nicht konzentrier-
tes Hopfenpulver

() Untere analytische Bestimmungsgrenze.”

2. Die Spalten fiir Atrazin, Azinphosethyl, Cyfluthrin, Ethephon, Methamidophos, Methomyl, Paraquat and Triazophos
erhalten folgende Fassung:

5 =
LT
F5o 2%
= | §E2 g iz .
. . kS| = 9 =) o SAG = 8
Gruppen und Beispiele einzelner g 2 g2 s S =y s <
Erzeugnisse, fiir die die Riickstands- g £ Z3 5 g ‘g £ zé g Q
héchstgehalte gelten < g 52 9 = E 25 & &
S| £ 3 E = 2 S o =
< | £5§ = R
s 2e =g
52 :
O] g
£ a
,1. Friichte, frisch, getrock-
net oder ungekocht, durch
Gefrieren haltbar gemacht, | 0,05 () | 0,02 () 0,02 () | 0,01 ()
ohne Zusatz von Zucker;
Schalenfriichte
i)  ZITRUSFRUCHTE 0,02() | 0,05() | 001 ()
Grapefruit 0,5
Zitronen 1
Limonen 1
Mandarinen
(einschlieRlich .
Clementinen und
andere Hybriden)
Orangen 0,5
Pomelos 0,5
Sonstige 0,05 ()




27.7.2006

Amtsblatt der Européischen Union

L 206/21

Gruppen und Beispiele einzelner
Erzeugnisse, fiir die die Riickstands-

héchstgehalte gelten

Atrazin

Azinphosethyl

Cyfluthrin einschl. sonstiger
Mischungen auslsomer-bestandteilen
(Summe der Isomere)

Ethephon

Methamidophos

Methomyl/Thiodicarb
(Summe ausgedriickt als Methomyl)

Paraquat

Triazophos

ii)

SCHALENFRUCHTE
(mit oder ohne Schale)

o
[e=]
o

0

0,1

0,01 ()

0,05 ()

Mandeln

Parantisse

Kaschu-Niisse

Esskastanien, Edelkas-
tanien

Kokosniisse

Haselniisse

Macadamianiisse

Pekanniisse, Hickory-
niisse

Pinienkerne, Pignoli

Pistazien

Walniisse

Sonstige

iii)

KERNOBST

0,2

0,01 ()

0,2

Apfel

0,5

Birnen

Quitten

Sonstige

0,05 ()

STEINOBST

Aprikosen, Marillen

0,3

0,1

0,2

Kirschen

0,2

0,1

Pfirsiche (einschlielich
Nektarinen und andere
Hybriden)

0,3

0,05

0,2

Pflaumen

0,2

0,5

Sonstige

0,02 ()

0,05 ()

0,01 ()

0,05 ()

BEEREN UND KLEIN-
OBST

0,01 ()

a) Tafel- und Keltert-
rauben

0,3

Tafeltrauben

0,05 ()

Keltertrauben

b) Erdbeeren (ohne
Wildfriichte)

0,02 ()

0,05 ()

0,05 ()

¢) Strauchbeerenobst
(ohne Wildfriichten)

0,02 ()

0,05 ()

0,05 ()

Brombeeren

Taubeeren
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Gruppen und Beispiele einzelner
Erzeugnisse, fiir die die Riickstands-
héchstgehalte gelten

Atrazin

Azinphosethyl

Cyfluthrin einschl. sonstiger
Mischungen auslsomer-bestandteilen
(Summe der Isomere)

Ethephon

Methamidophos

Methomyl/Thiodicarb
(Summe ausgedriickt als Methomyl)

Paraquat

Triazophos

Loganbeeren

Himbeeren

Sonstige

d) Anderes Kleinobst
und Beeren (ohne
Wildfriichte)

0,02 ()

0,05 ()

Heidelbeeren

Preiselbeeren

Johannisbeeren,
Ribisel (rot,
schwarz und weif})

Stachelbeeren

Sonstige

0,05 ()

e) Wildfriichte

0,02 ()

0,05 ()

0,05 ()

vi)

SONSTIGE FRUCHTE

0,02 ()

0,01 ()

0,05 ()

Avocados

Bananen

Datteln

Feigen

Kiwis

Kumquats

Litschis

Mangos

Oliven (Tafeloliven)

Oliven (Kelteroliven)

Papayas

Passionsfriichte

Ananas

Sonstige

0,05 ()

2. Gemiise, frisch oder unge-
kocht, gefroren oder
getrocknet

0,02 ()

0,02 ()

0,01 ()

i)

WURZEL- UND
KNOLLENGEMUSE

0,05 ()

0,02 ()

0,05 ()

0,01 ()

Rote Riiben

Karotten und Mohren

Kassava, Maniok

Knollensellerie

Meerrettich, Kren
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Gruppen und Beispiele einzelner
Erzeugnisse, fiir die die Riickstands-

héchstgehalte gelten

Atrazin

Azinphosethyl

Cyfluthrin einschl. sonstiger
Mischungen auslsomer-bestandteilen
(Summe der Isomere)

Ethephon

Methamidophos

Methomyl/Thiodicarb
(Summe ausgedriickt als Methomyl)

Paraquat

Triazophos

Topinambur

Pastinaken

Petersilienwurzel

Radieschen und Retti-
che

0,5

Schwarzwurzeln

Siilkartoffeln, Bataten

Kohlriiben

Speiseriiben

Yamswurzeln

Sonstige

0,05 ()

ZWIEBELGEMUSE

0,05 ()

0,02 ()

0,05 ()

0,01 ()

0,05 ()

Knoblauch

Zwiebeln

Schalotten

Frithlingszwiebeln

Sonstige

iii)

FRUCHTGEMUSE

0,01 ()

a) Solanacea

0,05 ()

Tomaten, Paradei-
ser

0,05

0,2

Paprika

0,3

Auberginen, Mel-
anzani

0,2

Okra

Sonstige

0,02 ()

0,05 ()

0,05 ()

b) Cucurbitaceae —
mit geniefSbarer
Schale

0,05 ()

0,05 ()

0,05 ()

Salatgurken

0,1

Einlegegurken

Zucchini

Sonstige

0,02 ()

¢) Cucurbitaceae —
mit ungeniefSbarer
Schale

0,05 ()

0,02 ()

0,05 ()

0,05 ()

Melonen

Kiirbisse

Wassermelonen

Sonstige
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Gruppen und Beispiele einzelner
Erzeugnisse, fiir die die Riickstands-
héchstgehalte gelten

Atrazin

Azinphosethyl

Cyfluthrin einschl. sonstiger
Mischungen auslsomer-bestandteilen
(Summe der Isomere)

Ethephon

Methamidophos

Methomyl/Thiodicarb
(Summe ausgedriickt als Methomyl)

Paraquat

Triazophos

d)

Zuckermais

0,1

o
(=]
o
—

0,05 ()

0,05 ()

iv)

KOHLGEMUSE

0,05 ()

0,05 ()

a)

Blumenkohle

0,05

0,02

Riibstiel (Broccoli)

0,2

Blumenkohl, Kar-
fiol

Sonstige

0,05 ()

Kopfkohle

0,2

0,01 ()

0,05 ()

Rosenkohl, Kohls-
prossen

Koptkohl

Sonstige

Blattkohle

0,3

0,01 ()

0,05 ()

Chinakohl

Griinkohl

Sonstige

d)

Kohlrabi

0,02 ()

0,01 ()

0,05 ()

BLATTGEMUSE UND
FRISCHE KRAUTER

0,05 ()

0,05 ()

0,01 ()

a)

Salate und dhnli-

che

0,5

Gartenkresse

Feldsalat

Salat

0,3

Endivie

Rucola

Kohlblitter und
-stangel

Sonstige

0,05 ()

Spinat und dhnli-
che

0,02 ()

Spinat

0,05

Mangold

Sonstige

0,05 ()

Brunnenkresse

0,02 ()

0,05 ()

Chicorée

0,02 ()

0,05 ()

Frische Krauter

0,02 ()

0,3

Kerbel

Schnittlauch

Petersilie
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Gruppen und Beispiele einzelner

Erzeugnisse, fiir die die Riickstands-

héchstgehalte gelten

Atrazin

Azinphosethyl

Cyfluthrin einschl. sonstiger
Mischungen auslsomer-bestandteilen
(Summe der Isomere)

Ethephon

Methamidophos

Methomyl/Thiodicarb
(Summe ausgedriickt als Methomyl)

Paraquat

Triazophos

Sellerieblitter

Sonstige

vi) HULSENGEMUSE
(frisch)

0,05 ()

0,05

0,05 ()

0,05 ()

Bohnen (mit Hiilsen)

0,5

Bohnen (ohne Hiilsen)

Erbsen (mit Hiilsen)

0,5

Erbsen (ohne Hiilsen)

Sonstige

0,01 ()

vii) STANGELGEMUSE
(frisch)

0,05 ()

0,02 ()

0,05 ()

0,05 ()

Spargel

Kardonen

Stangensellerie

Fenchel

Artischocken

0,1

Lauch, Porree

Rhabarber

Sonstige

0,01 ()

viii) PILZE

0,05 ()

0,02 ()

0,05 ()

0,01 ()

0,05 ()

a) Zuchtpilze

b) Wildpilze

Hiilsenfriichte

0,05 ()

0,02 ()

0,02 ()

0,05 ()

0,01 ()

0,05 ()

0,02 ()

0,01 ()

Bohnen

Linsen

Erbsen

Sonstige

Olsaaten

0,05 ()

0,02 ()

0,02 ()

0,01 ()

Leinsamen

Erdniisse

0,1

Mohnsamen

Sesamsamen

Sonnenblumenkerne

Rapssamen

0,05

Sojabohnen

0,2

0,1

Senfkérner

Baumwollsamen

0,2

0,1

Hanfsamen

Sonstige

0,02 ()

0,01 ()

0,05 ()
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schlieflich Hopfenpellets
und nicht konzentriertes
Hopfenpulver

=i =
= >
52 g
25 %
£% 5 2 5=
= 35 E £ -3 2
Gruppen und Beispiele einzelner g FQ EU E 2 E _§' ) _;: g %
Erzeugnisse, fiir die die Riickstands- g 2 2.8 X E . S g S
hochstgehalte gelten < £ TZ g = = 235 = g
S| £ 5 g < S & =
< < g £ = = 3
g b2 20
53 =
“ -5 E
2 3
= 2
5. Kartoffeln 0,05() | 0,02() | 0,02¢)|005¢) | 001¢) | 0,05() | 0,02() | 0,01 ()
Frithkartoffeln
Lagerkartoffeln
Tee (getrocknete und fer- | 0,1 () | 0,05() | 0,1 () | 0,1() | 0,02() | 0,1() | 0,05() | 0,02()
mentierte oder nicht fer-
mentierte Blitter und
Blattstiele von Camellia
sinensis)
Hopfen (getrocknet), ein- | 0,1 () | 0,05() 20 0,1() 0,02 () 10 0,05 () | 0,02 ()

() Untere analytische Bestimmungsgrenze.”
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RICHTLINIE 2006/62/EG DER KOMMISSION
vom 12. Juli 2006

zur Anderung der Anhiinge der Richtlinien 76/895/EWG, 86/362/EWG, 86/363/EWG und 90/642[EWG
des Rates beziiglich der Riickstandshochstgehalte fiir Desmedipham, Phenmedipham
und Chlorfenvinphos

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europiischen
Gemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 76/895/[EWG des Rates vom
23. November 1976 tiber die Festsetzung von Hochstgehalten an
Riickstdnden von Schidlingsbekdmpfungsmitteln auf und in Obst
und Gemiise (1), insbesondere auf Artikel 5,

gestiitzt auf die Richtlinie 86/362/EWG des Rates vom 24. Juli
1986 iiber die Festsetzung von Hochstgehalten an Riickstinden
von Schidlingsbekdmpfungsmitteln auf und in Getreide (?), ins-
besondere auf Artikel 10,

gestiitzt auf die Richtlinie 86/363/EWG des Rates vom 24. Juli
1986 tiber die Festsetzung von Hochstgehalten an Riickstinden
von Schidlingsbekdmpfungsmitteln auf und in Lebensmitteln tie-
rischen Ursprungs (%), insbesondere auf Artikel 10,

gestiitzt auf die Richtlinie 90/642/EWG des Rates vom
27. November 1990 iiber die Festsetzung von Hochstgehalten an
Riickstinden von Schddlingsbekdmpfungsmitteln auf und in
bestimmten Erzeugnissen pflanzlichen Ursprungs, einschlielich
Obst und Gemiise (4), insbesondere auf Artikel 7,

gestiitzt auf die Richtlinie 91/414/EWG des Rates vom 15. Juli
1991 iiber das Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln (5),
insbesondere auf Artikel 4 Absatz 1 Buchstabe f,

in Erwdgung nachstehender Griinde:

(1) Die bestehenden Wirkstoffe Desmedipham und Phenme-
dipham wurden mit der Richtlinie 2004/58/EG der Kom-
mission () in Anhang I der Richtlinie 91/414/EWG
aufgenommen.

() ABL L 340 vom 9.12.1976, S. 26. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/59/EG der Kommission (ABL L 175 vom
29.6.2006, S. 61).

() ABL L 221 vom 7.8.1986, S. 37. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/59/EG.

(®) ABL L 221 vom 7.8.1986, S. 43. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/59/EG.

() ABL L 350 vom 14.12.1990, S. 71. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/59/EG.

(°) ABL L 230 vom 19.8.1991, S. 1. Richtlinie zuletzt gedndert durch
die Richtlinie 2006/45/EG der Kommission (ABL. L 130 vom
18.5.2006, S. 27).

(%) ABL L 120 vom 24.4.2004, S. 26.

(2)  Die Aufnahme dieser Wirkstoffe in Anhang I der Richtli-
nie 91/414/EWG stiitzte sich auf die Bewertung der Infor-
mationen iiber die vorgeschlagene Verwendung, die einige
Mitgliedstaaten gemif Artikel 4 Absatz 1 Buchstabe f der
Richtlinie 91/414/EWG tbermittelt haben. Diese Informa-
tionen wurden gepriift und fiir ausreichend befunden, um
bestimmte Riickstandshochstgehalte festsetzen zu konnen.

(3)  Bezuiglich Chlorfenvinphos wurde mit der Verordnung
(EG) Nr. 2076/2002 der Kommission (7) beschlossen, die-
sen Wirkstoff nicht in Anhang I der Richtlinie
91/414/EWG aufzunehmen. Einigen Mitgliedstaaten ist es
gestattet, gewisse Zulassungen fiir die Verwendung von
Erzeugnissen, welche Chlorfenvinphos enthalten, bis zum
30. Juni 2007 fortbestehen zu lassen.

(4 In der Richtlinie 76/895/EWG sind bereits gemeinschaft-
liche Riickstandshochstgehalte fir Chlorfenvinphos ent-
halten. Diese sind bei der Festsetzung von
Riickstandshochstgehalten fiir Chlorfenvinphos in der
Richtlinie 90/642/EWG zu beriicksichtigen.

(5 In den Priifberichten der Kommission, die im Hinblick auf
die Aufnahme der betreffenden Wirkstoffe in Anhang I
der Richtlinie 91/414/EWG erstellt wurden, wurden die
zuldssige Tagesdosis (Acceptable Daily Intake — ADI) und
soweit erforderlich die akute Referenzdosis (Acute Refe-
rence Dose — ARID) fur diese Wirkstoffe festgesetzt. Die
Verbraucherexposition bei Aufnahme von Lebensmitteln,
die mit den betreffenden Wirkstoffen behandelt wurden,
wurde nach Gemeinschaftsmethoden gepriift. Ferner
wurde den von der Weltgesundheitsorganisation verof-
fentlichten Leitlinien (%) und der Stellungnahme des Wis-
senschaftlichen ~ Ausschusses  ,Pflanzen“ (°)  zur
angewandten Methode Rechnung getragen. Es wurde der
Schluss gezogen, dass die vorgeschlagenen Riickstands-
hochstgehalte nicht zu einer Uberschreitung dieser ADI
oder ARD fithren werden.

() ABL.L 319 vom 23.11.2002, S. 3. Verordnung zuletzt geindert durch

die Verordnung (EG) Nr. 1335/2005 (ABL L 211 vom 13.8.2005,
S. 6).

(%) ,Guidelines for predicting dietary intake of pesticide residues*
(iberarbeitete Fassung), erstellt vom GEMS[Food Programme in
Zusammenarbeit mit dem Codex Committee on Pesticide Resi-
dues, 1997 von der Weltgesundheitsorganisation veréffentlicht
(WHO/FSF[FOS/97.7).

(%) Stellungnahme des Wissenschaftlichen Ausschusses ,Pflanzen®
vom 14. Juli 1998 zu Fragen im Zusammenhang mit der
Anderung der Anhinge der Richtlinien 86/362/EWG, 86/363/EWG
und 90/642[EWG des Rates
(http:/[europa.eu.int/comm/food|/fs/sc/index_en.html).
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(6)  Um einen angemessenen Schutz der Verbraucher vor
Riickstanden zu gewihrleisten, die sich aus nicht zulissi-
gen Verwendungen von Pflanzenschutzmitteln ergeben, ist
es ratsam, fiir die betreffenden
Erzeugnis/Schidlingsbekdmpfungsmittel-Kombinationen
die jeweilige untere analytische Bestimmungsgrenze als
vorldufigen Riickstandshochstgehalt festzusetzen.

(7)  Die Festsetzung solcher vorldufigen Hochstgehalte auf
Gemeinschaftsebene hindert die Mitgliedstaaten jedoch
nicht daran, gemdfS Artikel 4 Absatz 1 Buchstabe f der
Richtlinie 91/414/EWG und deren Anhang VI vorldufige
Riickstandshochstgehalte fiir die betreffenden Wirkstoffe
festzusetzen. Ein Zeitraum von vier Jahren diirfte ausrei-
chen, um weitere Verwendungen der betreffenden Wirk-
stoffe zu ermoglichen. Danach sollten die vorliufigen
Riickstandshochstgehalte endgiiltig werden.

(8)  Alle Riickstandshochstgehalte, die sich aus der Verwen-
dung dieser Pflanzenschutzmittel ergeben, miissen daher
in die Anhinge der Richtlinien 86/362/EWG,
86/363[EWG und 90/642[EWG aufgenommen werden,
um eine ordnungsgemife Uberwachung und Kontrolle
des Verwendungsverbots zu ermdglichen und die Verbrau-
cher zu schiitzen. Wo bislang noch keine Riickstands-
hochstgehalte bestimmt wurden, sollten sie erstmals
festgesetzt werden.

(9 Die Bestimmungen der Richtlinie 76/895/EWG im Hin-
blick auf Rickstandshochstgehalte fiir Chlorfenvinphos

sind somit zu streichen.

(10)  Die Richtlinien 76/895/EWG, 86/362/EWG, 86/363[EWG
und 90/642/EWG sollten entsprechend gedndert werden.

(11)  Die in dieser Richtlinie vorgesehenen Mafinahmen entspre-

chen der Stellungnahme des Stindigen Ausschusses fiir
die Lebensmittelkette und Tiergesundheit —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

In Anhang II der Richtlinie 76/895/EWG wird der Eintrag zu
Chlorfenvinphos gestrichen.

Artikel 2

Anhang 1I der Richtlinie 86/362/EWG wird entsprechend
Anhang I der vorliegenden Richtlinie gedndert.

Artikel 3

Anhang 1I der Richtlinie 86/363/EWG wird entsprechend
Anhang II der vorliegenden Richtlinie gedndert.

Artikel 4

Anhang 1I der Richtlinie 90/642/EWG wird entsprechend
Anhang III der vorliegenden Richtlinie gedndert.

Artikel 5

(1)  Die Mitgliedstaaten erlassen und veroffentlichen spatestens
am 20. Januar 2008 die erforderlichen Rechts- und Verwaltungs-
vorschriften, um dieser Richtlinie nachzukommen. Sie teilen der
Kommission unverziiglich den Wortlaut dieser Rechtsvor-
schriften mit und fiigen eine Entsprechungstabelle dieser Rechts-
vorschriften und der vorliegenden Richtlinie bei.

Sie wenden diese Vorschriften ab dem 21. Januar 2008 an.

Bei Erlass dieser Vorschriften nehmen die Mitgliedstaaten in den
Vorschriften selbst oder durch einen Hinweis bei der amtlichen
Veroffentlichung auf diese Richtlinie Bezug. Die Mitgliedstaaten
regeln die Einzelheiten der Bezugnahme.

(2)  Die Mitgliedstaaten teilen der Kommission den Wortlaut
der wichtigsten einzelstaatlichen Rechtsvorschriften mit, die sie
auf dem unter diese Richtlinie fallenden Gebiet erlassen.

Artikel 6

Diese Richtlinie tritt am zwanzigsten Tag nach ihrer Veréffentli-
chung im Amtsblatt der Europdischen Union in Kraft.

Artikel 7

Diese Richtlinie ist an die Mitgliedstaaten gerichtet.

Briissel, den 12. Juli 2006.

Fiir die Kommission
Markos KYPRIANOU
Mitglied der Kommission
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ANHANG I

In Anhang II Teil A der Richtlinie 86/362/EWG werden die folgenden Eintrige zu Desmedipham, Phenmedipham
und Chlorfenvinphos eingeftigt:

Riickstinde von Schidlingsbekimpfungsmitteln Hochstgehalt in mg/kg
,Desmedipham 0,05 () (?) Getreide
Phenmedipham 0,05 () (°) Getreide
Chlorfenvinphos (Summe der E- und Z-Isomere) 0,02 () Getreide

() Untere Grenze der analytischen Bestimmung.
(P) Vorldufiger Riickstandshochstgehalt gemaf Artikel 4 Absatz 1 Buchstabe f der Richtlinie 91/414/EWG.“




Amtsblatt der Europdischen Union

27.7.2006

Anhang II der Richtlinie 86/363/EWG wird wie folgt gedndert:

ANHANG II

1. In Teil A wird der folgende Eintrag zu Chlorfenvinphos eingeftigt:

Riickstinde von
Schidlingsbekimpfungsmitteln

Hochstgehalte in mg/kg

Beim Fettanteil von Fleisch,
Fleischzubereitungen,
Schlachtnebenerzeugnissen
und tierischen Fetten, aufge-
fithrt in Anhang I unter den
KN-Codes ex 0201, 0202,
0203, 0204, 0205 00 00,
0206, 0207, ex 0208,
0209 00, 0210, 1601 00
und 1602 (1) (4)

Fiir Roh- und Vollmilch von
Kithen, aufgefiihrt in
Anhang [ unter KN-Code
0401; fir die tibrigen Lebens-
mittel der KN-Codes 0401,
0402, 0405 00 und 0406
gemaf (2) (4)

Bei Frischei ohne Schale, fiir

Vogeleier und Eigelb, aufge-

fihrt in Anhang I unter den

KN-Codes 0407 00 und 0408
BG4

,Chlorfenvinphos (Summe
der E- und Z-Isomere)

0,01 ()

0,01 ()

0,01 ()

() Untere Grenze der analytischen Bestimmung.”

2. In Teil B wird der folgende Eintrag zu Phenmedipham eingefuigt:

Riickstinde von
Schadlingsbekdmpfungsmitteln

Hochstgehalte in mg/kg

Bei Fleisch, einschlieflich
Fett, Fleischzubereitungen,
Schlachtnebenerzeugnissen
und tierischen Fetten, aufge-
fithrt in Anhang I unter den
KN-Codes ex 0201, 0202,
0203, 0204, 0205 00 00,
0206, 0207, ex 0208,
0209 00, 0210, 1601 00
und 1602

Bei Milch und Milcher-
zeugnissen, aufgefiihrt in
Anhang I unter den
KN-Codes 0401, 0402,
0405 00 und 0406

Bei Frischei ohne Schale, fur

Vogeleier und Eigelb, aufge-

fihrt in Anhang I unter den
KN-Codes 0407 00 und 0408

,Phenmedipham (Methyl-
N-(3-hydroxyphenyl) carb-
amat, ausgedriickt als
Phenmedipham)

0,05() ()

0,05 () (7)

0,05() ()

() Untere Grenze der analytischen Bestimmung.
(p) Vorldufiger Riickstandshochstgehalt gemifS Artikel 4 Absatz 1 Buchstabe f der Richtlinie 91/414/EWG, der, sofern er nicht gein-
dert wird, mit Wirkung vom 9 16. August 2010 endgiiltig wird.“
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ANHANG III

In Anhang II Teil A der Richtlinie 90/642/EWG werden die folgenden Eintrige zu Desmedipham, Phenmedipham
und Chlorfenvinphos eingefiigt:

Riickstande von Schidlingsbekdmpfungsmitteln und Hochstgehalt an Riickstinden (in mg/kg)

Gruppen und Beispiele von Einzelerzeugnissen, fiir die die Hochstgehalte an

Riickstinden gelten

Desmedipham

Phenmedi-
pham

Chlorfenvinphos
(Summe der E-
und Z-Isomere)

.1

Friichte, frisch, getrocknet oder ungekocht, durch Gefrieren

haltbar gemacht, ohne Zusatz von Zucker; Schalenfriichte

0,05() ()

0,02 ()

i)

ZITRUSFRUCHTE

0,05() ()

Grapefruits

Zitronen

Limonen

Mandarinen (einschlieflich Clementinen und dhnlichen Hyb-
riden)

Orangen

Pampelmusen

Sonstige

SCHALENFRUCHTE (mit oder ohne Schalen)

0,05 () (7)

Mandeln

Paraniisse

Kaschu-Niisse

Esskastanien

Kokosniisse

Haselniisse

Macadamia

Pekan-Niisse

Pinienkerne

Pistazienkerne

Walniisse

Sonstige

iii)

KERNOBST

0,05 () ()

Apfel

Birnen

Quitten

Sonstige

STEINOBST

0,05 () ()

Aprikosen

Kirschen

Pfirsiche (einschlieflich Nektarinen und dhnlichen Hybriden)

Pflaumen

Sonstige

BEEREN UND KLEINOBST

a) Tafel- und Keltertrauben

0,05 () (7)

Tafeltrauben

Keltertrauben
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Riickstinde von Schidlingsbekdmpfungsmitteln und Héchstgehalt an Riickstinden (in mg/kg)

Gruppen und Beispiele von Einzelerzeugnissen, fiir die die Hochstgehalte an

Riickstinden gelten

Desmedipham

Phenmedi-
pham

Chlorfenvinphos
(Summe der E-
und Z-Isomere)

b) Erdbeeren (ohne Wildfriichte)

0,1 () )

¢) Strauchbeerenobst (ohne Wildfriichte)

0,05 () ()

Brombeeren

Taubeeren

Loganbeeren

Himbeeren

Sonstige

d) Andere Kleinfriichte und Beeren (ohne Wildfriichte)

0,05 () ()

Heidelbeeren

Preiselbeeren

Johannisbeeren (rote, schwarze und weif3e)

Stachelbeeren

Sonstige

e) Wildfriichte

0,05 () ()

vi)

SONSTIGE FRUCHTE

0,05 () ()

Avocadofriichte

Bananen

Datteln

Feigen

Kiwis

Kumquats

Litchis

Mangos

Tafeloliven

Oliven zur Olgewinnung

Papayas

Passionsfriichte

Ananas

Granatipfel

Sonstige

2.

Gemiise, frisch oder ungekocht, gefroren oder getrocknet

0,05 () (7)

)

WURZEL- UND KNOLLENGEMUSE

Rote Riiben

0,10)¢)

Karotten

0,5

Kassava, Maniok

Knollensellerie

Meerrettich, Kren

Topinambur

Pastinaken

0,5

Petersilienwurzeln

Radieschen und Rettich

0,5
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Riickstande von Schidlingsbekdmpfungsmitteln und Hochstgehalt an Riickstinden (in mg/kg)

Gruppen und Beispiele von ?ﬁfﬁiﬁﬁﬁ?ﬁﬁ&m die die Hochstgehalie an | i Ph;lﬁ;n;di_ C(}Stol;f[;rlevici;;h]ao_s
und Z-Isomere)
Schwarzwurzeln
Siikartoffeln, Bataten
Kohlriiben 0,5
Speiseriiben 0,5
Yamswurzeln
Sonstige 0,05 () () 0,02 ()
i) ZWIEBELGEMUSE 0,05 () (?)
Knoblauch 0,5
Speisezwiebeln
Schalotten 0,5
Frithlingszwiebeln
Sonstige 0,02 ()
iii) FRUCHTGEMUSE 0,05 () (?)
a) Solanacea 0,02 ()
Tomaten, Paradeiser
Paprika
Auberginen
Okra
Sonstige
b) Cucurbitaceae mit geniefSbarer Schale
Gurken
Einlegegurken
Zucchini 0,1
Sonstige 0,02 ()
¢) Cucurbitaceae mit ungeniefSbarer Schale 0,02 ()
Melonen
Kiirbisse
Wassermelonen
Sonstige
d)  Zuckermais 0,02 ("
iv) KOHLGEMUSE 0,05 () ()
a) Blumenkohle 0,02 ()
Brokkoli (einschlieflich Calabrese)
Blumenkohl
Sonstige
b) Kopfkohle
Rosenkohl 0,1
Kopfkohl 0,5
Sonstige 0,02 ()

¢) Blattkohle

0,02 ()




L 206/34

Amtsblatt der Europdischen Union

27.7.2006

Riickstinde von Schidlingsbekdmpfungsmitteln und Héchstgehalt an Riickstinden (in mg/kg)

Chlorfenvinphos

Gruppen und Beispiele von E{ﬂégetgzueing;ﬁgnfur die die Hochstgehalte an | b Ph;rﬁ;nneldi— (Summe der E.
und Z-Isomere)
Chinakohl
Griinkohl
Sonstige
d) Kohlrabi 0,3
v) BLATTGEMUSE UND FRISCHE KRAUTER
a) Salate und dhnliche 0,05 () (°)
Kresse 01
Feldsalat 0,1
Salat
Endivien
Rucola
Blitter und Blattstiele der Brassica
Sonstige 0,02 ()
b) Spinat und dhnliche 0,5 (»)
Spinat 0,1
Mangold
Sonstige 0,02 ()
¢) Brunnenkresse 0,05 () (°) 0,02 ()
d) Chicorée 0,05 () (°) 0,02 ()
e) Krauter 0,05 () (°)
Kerbel
Schnittlauch
Petersilie 0,5
Sellerieblitter
Sonstige 0,02 ()
vi) HULSENGEMUSE (frisch) 0,05 () (?) 0,02 ()
Bohnen (mit Hiilsen)
Bohnen (ohne Hiilsen)
Erbsen (mit Hiilsen)
Erbsen (ohne Hiilsen)
Sonstige
vi) STANGELGEMUSE (frisch)
Spargel 0,1
Kardonen
Stangensellerie 0,5
Fenchel
Artischocken 0,2 (°)
Porree 0,1
Rhabarber
Sonstige 0,05 () (») 0,02 ()
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Riickstande von Schidlingsbekdmpfungsmitteln und Hochstgehalt an Riickstinden (in mg/kg)

Gruppen und Beispiele von Einzelerzeugnissen, fiir die die Hochstgehalte an
Riickstinden gelten

Desmedipham

Phenmedi-
pham

Chlorfenvinphos
(Summe der E-
und Z-Isomere)

viii) PILZE

0,05 () (7)

a)  Zuchtpilze

0,05

b) Wild wachsende Pilze

0,02 ()

Hiilsenfriichte

0,05 () ()

0,05 () (7)

0,02 ()

Bohnen

Linsen

Erbsen

Sonstige

Olsaaten

0,1 () ()

0,1() )

0,02 ()

Leinsamen

Erdniisse

Mohnsamen

Sesamsamen

Sonnenblumenkerne

Rapssamen

Sojabohnen

Senfkorner

Baumwollsamen

Hanfsamen

Sonstige

Kartoffeln

0,05 () ()

0,05 () (?)

0,02 ()

Frithe Kartoffeln

Gelagerte Kartoffeln

Tee (getrocknete und fermentierte oder nicht fermentierte
Blitter und Stiele von Camellia sinensis)

0,1 () ()

0,1() )

0,05 ()

Hopfen (getrocknet), einschlieSlich Hopfenpellets und nicht
konzentriertes Hopfenpulver

0,1 () ()

0,1() ()

0,05 ()

() Untere Grenze der analytischen Bestimmung.
(°) Vorldufiger Riickstandshochstgehalt gemaf Artikel 4 Absatz 1 Buchstabe f der Richtlinie 91/414/EWG.”
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RICHTLINIE 2006/63/EG DER KOMMISSION
vom 14. Juli 2006

zur Anderung der Anhinge I bis VII der Richtlinie 98/57/EG des Rates zur Bekimpfung von Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europdischen
Gemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 98/57/EG des Rates vom 20. Juli 1998
zur Bekdmpfung von Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al. (1), insbesondere auf Artikel 11,

in Erwdgung nachstehender Griinde:

(1) Ein fur Kartoffeln und Tomaten gefihrlicher Schadorganis-
mus ist Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., der
Erreger der Schleimkrankheit (Bakterielle Braunfdule) der
Kartoffel und der Bakteriellen Welke an Kartoffeln und
Tomaten (im Folgenden ,Schadorganismus“ genannt).

(2 In einigen Teilen der Gemeinschaft tritt der Schadorganis-
mus nach wie vor auf.

(3)  Mit der Richtlinie 98/57/EG des Rates wurde im Einzel-
nen festgelegt, welche Mafinahmen die Mitgliedstaaten
treffen missen, um den Schadorganismus zu lokalisieren
und das Ausmaf seiner Verbreitung zu ermitteln, sein Auf-
treten und seine Verschleppung zu verhindern und ihn,
soweit er tatsichlich festgestellt wird, im Interesse der Til-
gung zu bekdmpfen und seine Ausbreitung zu verhiiten.

(4)  Seither hat es in Bezug auf die Biologie und die Verfahren
zum Nachweis und zur Identifizierung des Schadorganis-
mus bedeutende neue Entwicklungen gegeben. Dariiber
hinaus machen die bisherigen Erfahrungen mit der
Bekdmpfung des Schadorganismus die Uberarbeitung
bestimmter technischer Aspekte der Bekidmpfungs-
mafnahmen erforderlich.

(5)  Angesichts der genannten Entwicklungen sollten die in
bestimmten Anhidngen der Richtlinie 98/57/EG vorgese-
henen Maflnahmen iiberarbeitet und aktualisiert werden.

(6)  Die Nachweis- und Identifizierungsverfahren wurden
durch eine neue Nachweismethode, die ,Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung” (FISH) ergdnzt. Die Polymerase-
Kettenreaktions-Methode (PCR) sowie bestimmte technische

() ABL L 235 vom 21.8.1998, S. 1.

Punkte des geltenden Nachweis- und Identifizierungs-
verfahrens wurden verbessert und Verfahren zum Nachweis
und zur Identifizierung des Schadorganismus in anderen
Wirtspflanzen als Kartoffeln sowie in Wasser und Boden
eingefiihrt.

(7  Auch die Bekimpfungsmafnahmen werden unter
bestimmten technischen Gesichtspunkten verbessert,
namentlich — zur Riickverfolgbarkeit des Schadorganis-
mus — der Art und Weise der Konservierung getesteter
Proben, der zur Feststellung des Ausmafles der wahr-
scheinlichen Kontamination erforderlichen Daten, der Ein-
zelheiten der Mitteilung eines bestitigten Auftretens des
Schadorganismus und der betreffenden Befallszone sowie
der Mafinahmen, die an als kontaminiert ausgewiesenen
Produktionsorten und innerhalb der abgegrenzten
Sicherheitszonen durchzufithren sind. Dariiber hinaus
wurden Bestimmungen fiir Tomaten eingefiihrt, um der
Bedeutung der Tomate als Wirtspflanze fur den Schador-
ganismus verstirkt Rechnung zu tragen.

(8)  Die in dieser Richtlinie vorgesehenen Malnahmen entspre-
chen der Stellungnahme des Stindigen Ausschusses fiir
Pflanzenschutz —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Die Anhinge II bis VII der Richtlinie 98/57/EG erhalten die Fas-
sung des Anhangs der vorliegenden Richtlinie.

Artikel 2

(1)  Die Mitgliedstaaten erlassen und verdffentlichen bis spites-
tens 31. Mirz 2007 die erforderlichen Rechts- und Verwaltungs-
vorschriften, um dieser Richtlinie nachzukommen. Sie teilen der
Kommission unverziiglich den Wortlaut dieser Rechtsvor-
schriften mit und fiigen eine Entsprechungstabelle dieser Rechts-
vorschriften und der vorliegenden Richtlinie bei.

Sie wenden diese Vorschriften ab 1. April 2007 an.

Bei Erlass dieser Vorschriften nehmen die Mitgliedstaaten in den
Vorschriften selbst oder durch einen Hinweis bei der amtlichen
Veroffentlichung auf die vorliegende Richtlinie Bezug. Die Mit-
gliedstaaten regeln die Einzelheiten dieser Bezugnahme.
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(2)  Die Mitgliedstaaten teilen der Kommission unverziiglich Artikel 4

den Wortlaut der wichtigsten innerstaatlichen Vorschriften mit,

die sie auf dem unter die vorliegende Richtlinie fallenden Gebiet Diese Richtlinie ist an die Mitgliedstaaten gerichtet.
erlassen.

Briissel, den 14. Juli 2006.
Artikel 3
Fiir die Kommission

Diese Richtlinie tritt am dritten Tag nach ihrer Veréffentlichung Markos KYPRIANOU
im Amtsblatt der Europdischen Union in Kraft. Mitglied der Kommission
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ANHANG

~ANHANG II

TESTSCHEMA FUR DIE DIAGNOSE, DEN NACHWEIS UND DIE IDENTIFIZIERUNG VON RALSTONIA

SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

ANWENDUNGSBEREICH DES TESTSCHEMAS

Das folgende Testschema beschreibt die verschiedenen Verfahren:

i)  zur Diagnose der Schleimkrankheit (Bakteriellen Braunfdule) bei Kartoffelknollen und der Baktericllen Welke bei
Kartoffel- und Tomatenpflanzen und einigen anderen Wirtspflanzen;

ii) zum Nachweis von Ralstonia solanacearum in Proben von Kartoffelknollen, Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirts-
pflanzen, Wasser und Boden;

i) zur Identifizierung von Ralstonia solanacearum (R. solanacearum).

ABSCHNITT I:

ABSCHNITT II:

ABSCHNITT III:

ABSCHNITT IV:

ABSCHNITT V:

INHALT
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1. Nachweisverfahren zur Diagnose der Bakteriellen Braunfdule und der Bakteriellen Welke (R.
solanacearum) in Kartoffelknollen und Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen mit
Symptomen der Bakteriellen Braunfiule oder der Bakteriellen Welke ........................ 40
2. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum in Proben
symptomfreier Kartoffelknollen ...............ooiiiii 43
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Detaillierte Beschreibung der Methoden zum Nachweis von R. solanacearum in Kartoffelknollen
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GRUNDREGELN

Optimierte Protokolle fiir die verschiedenen Methoden, validierte Reagenzien und die Einzelheiten fir die Vorbereitung
der Test- und Kontrollmaterialien sind in den Anlagen festgelegt. Anlage 1 enthilt eine Liste der an der Optimierung
und Validierung von Protokollen beteiligten Laboratorien.

Da die Protokolle dem Nachweis eines Quarantineschadorganismus dienen und als Kontrollmaterialen lebensfahige Kultu-
ren von R. solanacearum voraussetzen, miissen die Testverfahren in geeigneten Quarantineeinrichtungen durchgefiihrt wer-
den, die iber angemessene Abfallentsorgungsanlagen und tber eine entsprechende Zulassung durch die fur
Pflanzenquarantine zustindige Behorde verfiigen.

Die Testparameter miissen den eindeutigen und reproduzierbaren Nachweis von R. solanacearum auf den fiir die gewédhlten
Methoden vorgegeben Schwellenwerten gewahrleisten.

Die prazise Vorbereitung der Positivkontrollen ist unerlasslich.

Das Testen auf der Grundlage vorgegebener Schwellenwerte erfordert auch eine korrekte Einstellung, Wartung und Eichung
der Testgerdte, den sorgfiltigen Umgang mit und die Aufbewahrung von Reagenzien sowie Vorkehrungen zur Verhiitung
der Kontamination zwischen Proben, beispielsweise durch Trennung der Positivkontrollen von Testproben. Zur Vermei-
dung administrativer und sonstiger Fehler, insbesondere bei der Etikettierung und Dokumentierung, sind Qualitdtskontrol-
len durchzufiihren.

Ein Verdachtsfall im Sinne von Artikel 4 Absatz 2 der Richtlinie 98/57EG setzt ein positives Ergebnis der Diagnose- oder
Screeningtests an einer Probe nach den Vorgaben der Flussdiagramme voraus. Fillt der erste Screeningtest (IF- oder
PCR-[FISH-Test, selektive Isolierung) positiv aus, so ist er durch einen zweiten Screeningtest, der auf unterschiedlichen
biologischen Grundsdtzen beruht, zu bestitigen.

Fllt der erste Screeningtest positiv aus, so besteht Verdacht auf Kontamination mit R. solanacearum, und es muss ein zwei-
ter Screeningtest durchgefiihrt werden. Fillt dieser zweite Test ebenfalls positiv aus, so gilt der Verdacht als bestatigt (Befalls-
verdacht) und die im Flussdiagramm vorgegebenen Tests miissen fortgesetzt werden. Fillt der zweite Screeningtest negativ
aus, so gilt die Probe als nicht kontaminiert.

Ein bestdtigter Verdacht im Sinne von Artikel 5 Absatz 1 der Richtlinie 98/57/EG erfordert die Isolierung und Identifizie-
rung einer R.-solanacearum-Reinkultur und die Bestitigung der Pathogenitit.

ABSCHNITT I

ANWENDUNG DES TESTSCHEMAS

1. Nachweisverfahren zur Diagnose der Bakteriellen Braunfiule und der Bakteriellen Welke (Ralstonia solanace-
arum) in Kartoffelknollen und Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen mit Symptomen der Bakte-
riellen Braunfiule oder der Bakteriellen Welke

Das Testverfahren ist fiir Kartoffelknollen und -pflanzen geeignet, die typische oder verdachtige Symptome der Schleim-
krankheit oder der Bakteriellen Welke aufweisen. Es umfasst einen Schnell-Screeningtest, die Isolierung des Erregers
aus infiziertem Gefiffgewebe auf (selektiven) Medien und — bei positivem Ergebnis — die Identifizierung der Kultur
als Ralstonia solanacearum.
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Kartoffelknolle(n) bzw. Kartoffel-, Tomaten- oder sonstige Wirtspflanze(n) mit
Verdachtssymptomen der Bakteriellen Braunfaule oder der Bakteriellen Welke (1)

( )
SCHNELLDIAGNOSETESTS (?)
Mindestens einen der folgenden Tests fir die
vorlaufige Diagnose durchfiihren:
<> — GefaRbiindeltest (%)
— Poly-B-hydroxybutyrat-Test (*)
— Serologischer Agglutinationstest (°)
— IF-Test () / FISH-Test (") / ELISA-Test (8) / PCR-

Test (%)
\_ J

( ZENTRALER ISOLIERUNGSTEST ('°) )

[ Kolonien mit typischer Morphologie (') j

R. solanacearum nicht nachgewiesen
Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

NEIN ('2)

( Reinigung durch Subkultivieren )

( IDENTIFIZIERUNGSTESTS (') )—<>—( PATHOGENITATSTEST (') )

Beide Tests bestatigen Reinkultur als
R. solanacearum

‘ Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

Probe mit R. solanacearum infiziert
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" Beschreibung der Symptome in Abschnitt 11.1.

? Schnell-Diagnosetests erleichtern die vorlaufige Diagnose, sind jedoch nicht unbedingt erforderlich. Ein negatives Ergebnis garantiert
nicht immer, dass kein Erreger vorhanden ist.

® Beschreibung des GefaRbiindeltests (Austritt von Bakterienschleim aus dem vaskularen Stéangelgewebe) in Abschnitt VI.A.1.

* Beschreibung des Tests fiir den Nachweis von Poly-B-hydroxybutyrat-Granula in bakteriellen Zellen in Abschnitt VI.A.2.

®) Beschreibung des serologischen Agglutinationstests an Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.3.

®) Beschreibung des IF-Tests an in Wasser suspendiertem Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.5.

@) Beschreibung des FISH-Tests an in Wasser suspendiertem Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.7.

® Beschreibung des ELISA-Tests an in Wasser suspendiertem Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.8.

®) Beschreibung des PCR-Tests an in Wasser suspendiertem Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.6.

(%) Der Erreger lasst sich in der Regel relativ einfach durch Verdiinnungsausstrich aus Pflanzenmaterial mit typischen Symptomen isolieren
(Abschnitt 11.3).

() Beschreibung einer typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt 11.3.d.

('?) Im fortgeschrittenen Infektionsstadium kann das Kultivieren aufgrund konkurrierender oder tiberwuchernder saprophytischer Bakterien

scheitern. Wenn typische Krankheitssymptome vorliegen, aber der Isolierungstest negativ ausféllt, ist die Isolierung zu wiederholen,
vorzugsweise durch Selektivausstrich.

Reinkulturen von R.-solanacearum-verdédchtigen Isolaten werden durch die Tests gemaR Abschnitt VI.B verlasslich identifiziert. Eine
subspezifische Charakterisierung ist fakultativ, wird jedoch fiir jeden neuen Fall empfohlen.

Beschreibung des Pathogenitéatstests in Abschnitt VI.C.
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2. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von Ralstonia solanacearum in Proben symptomfreier
Kartoffelknollen

Grundsatz

Das Testverfahren dient dem Nachweis latenter Infektionen von Kartoffelknollen. Ein positives Ergebnis bei mindes-
tens zwei Screeningtests (%), die auf unterschiedlichen biologischen Grundsitzen beruhen, ist durch Isolierung des Erre-
gers zu bestdtigen. Bei Isolierung typischer Kolonien ist eine Reinkultur als R. solanacearum zu bestitigen. Ein positiver
Screeningtest allein reicht nicht aus, um die Probe als verdichtig einzustufen.

Screeningtests und Isolierungstests miissen eine Nachweisgrenze von 10> bis 10* Zellen/ml resuspendiertes Pellet
gewihrleisten, die als Positivkontrollen in jede Testreihe einzubeziehen sind.



L 206/44 Amtsblatt der Europdischen Union 27.7.2006

( Probe von Kartoffelknollen (") )
[
Extraktion und Konzentration des Erregers (?) )

|

ZENTRALE SCREENINGTESTS (%)
IF-Test () / selektive Isolierung (°) / PCR-Test () / FISH-Test (7)
fakultativer zusatzlicher Test: ELISA (8)

|
( erster Screeningtest (°) )

)

R. solanacearum nicht nachgewiesen
Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

( zweiter Screeningtest (°) )

R. solanacearum nicht nachgewiesen
negativ Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

( selektive Isolierung (°) und/oder Biotest (°) )
|

[ Kolonien mit typischer Morphologie ('°) j

R. solanacearum nicht nachgewiesen
Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

( Reinigung durch Subkultivieren ]
( IDENTIFIZIERUNGSTESTS ('?) )—#—( PATHOGENITATSTEST ("3) ]
Beide Tests bestatigen Reinkultur als
R. solanacearum

‘ Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

[ Probe mit R. solanacearum infiziert ]
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" Eine Standardprobe besteht aus 200 Knollen; das Verfahren ist aber auch fiir Proben mit weniger als 200 Knollen geeignet.
® Beschreibung von Methoden der Erregerextraktion und -konzentration in Abschnitt 111.1.1.
®) Fallen mindestens zwei Tests, die auf unterschiedlichen biologischen Grundséatzen beruhen, positiv aus, so muss der Erreger isoliert

und bestéatigt werden. Es ist mindestens ein Screeningtest vorzunehmen. Fallt dieser Test negativ aus, so gilt die Probe als negativ.
Fallt der Test positiv aus, so sind zur Abklarung des ersten positiven Ergebnisses und nach unterschiedlichen biologischen Grundséatzen
ein zweiter oder weitere Screeningtests durchzufiihren. Fallen der zweite oder andere Tests negativ aus, so gilt die Probe als negativ.
Weitere Tests sind in diesem Falle nicht erforderlich.

*) Beschreibung des IF-Tests in Abschnitt VI.A.5.

®) Beschreibung des selektiven Isolierungstests in Abschnitt VI.A.4.

) Beschreibung des PCR-Tests in Abschnitt VI.A.6.

) Beschreibung des FISH-Tests in Abschnitt VI.A.7.

©®) Beschreibung der ELISA-Tests in Abschnitt VI.A.8.

©®) Beschreibung des Biotests in Abschnitt VI.A.9.

("9 Beschreibung der typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt 11.3.d.

(@) Das Kultivieren oder die Biotests kénnen aufgrund konkurrierender oder hemmender saprophytischer Bakterien scheitern. Fallen
Screeningtests positiv, die Isolierungstests jedoch negativ aus, so sind die Isolierungstests aus demselben Pellet oder durch Entnahme
zusatzlichen GefaRgewebes am Nabelende durchschnittener Knollen derselben Probe zu wiederholen; erforderlichenfalls sind weitere
Proben zu testen.

('?) Eine Reinkultur von R.-solanacearum—verdachtigen Isolaten wird durch die Tests gemaR Abschnitt VI.B verlasslich identifiziert.

&) Beschreibung des Pathogenitétstests in Abschnitt VI.C.
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3. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von Ralstonia solanacearum in Proben von symptomfreien
Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen

[ Probe von Sténgelstiicken ()

ZENTRALE SCREENINGTESTS (%)
selektive Isolierung (*) / IF-Test (°) / PCR-Test (6) / FISH-Test ()
fakultativer zusatzlicher Test: ELISA (8) , Biotest (°)

Kol her Morphol ("°
olonien T:JK%Z? |§<;|.e$£go ogie ( ]—<L—(alle Testergebnlsse negatlv)

R. solanacearum nicht nachgewiesen
< NEIN () Probe nicht mit

R. solanacearum infiziert
E

( Reinigung durch Subkultivieren )

( IDENTIFIZIERUNGSTESTS ('?) )—<

Beide Tests bestatigen Reinkultur
als R. solanacearum

‘ Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

Probe mit
R. solanacearum infiziert

( Extraktion und Konzentration des Erregers (%) )

-

PATHOGENITATSTEST (%) )

hd
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6 Empfohlene ProbengréRen siehe Abschnitt 111.2.1.
® Beschreibung von Methoden der Erregerextraktion und -konzentration in Abschnitt 111.2.1.

®) Fallen mindestens zwei Tests, die auf unterschiedlichen biologischen Grundséatzen beruhen, positiv aus, so muss der Erreger isoliert
und bestétigt werden. Es ist mindestens ein Screeningtest durchzufiihren. Fallt dieser Test negativ aus, so gilt die Probe als negativ.
Fallt der Test positiv aus, so sind zur Abklarung des ersten positiven Ergebnisses und nach unterschiedlichen biologischen Grundséatzen
ein zweiter oder weitere Screeningtests durchzufiihren. Fallen der zweite oder andere Tests negativ aus, so gilt die Probe als negativ.
Weitere Tests sind in diesem Falle nicht erforderlich.

*) Beschreibung des selektiven Isolierungstests in Abschnitt VI.A.4.

®) Beschreibung des IF-Tests in Abschnitt VI.A.5.

©) Beschreibung der PCR-Tests in Abschnitt VI.A.6.

@) Beschreibung des FISH-Tests in Abschnitt VI.A.7.

©®) Beschreibung der ELISA-Tests in Abschnitt VI.A.8.

©®) Beschreibung des Biotests in Abschnitt VI.A.9.

("9 Beschreibung der typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt 11.3.d.

(@) Das Kultivieren oder die Biotests kdnnen aufgrund konkurrierender oder hemmender saprophytischer Bakterien scheitern. Fallen
Screeningtests positiv, die Isolierungstests jedoch negativ aus, so sind die Isolierungstests zu wiederholen.

('?) Eine Reinkultur von R.-solanacearum-verdéchtigen Isolaten wird durch die Tests gemaR Abschnitt VI.B verlasslich identifiziert.
("®)  Beschreibung des Pathogenitétstests in Abschnitt VI.C.
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ABSCHNITT II

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER METHODEN ZUM NACHWEIS VON RALSTONIA SOLANACEARUM

1.1.

1.2

1.3.

2.1.

2.2

IN KARTOFFELKNOLLEN UND KARTOFFEL-, TOMATEN- UND SONSTIGEN WIRTSPFLANZEN MIT
SYMPTOMEN DER BAKTERIELLEN BRAUNFAULE ODER DER BAKTERIELLEN WELKE

Symptome (siche Website: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home /main)

Symptome an der Kartoffel

Die Kartoffelpflanze. In der frithen Phase der Infektion welken die Blitter an der Spitze der Pflanze bei hohen Tempe-
raturen wihrend des Tages und regenerieren nachts. Die Blitter bleiben zu Beginn der Welke zunachst griin, verfar-
ben sich jedoch spiter gelb und nekrotisieren. Auch kommt es zu einer Epinastie. Die Welke eines Triebs oder der
gesamten Pflanze wird schnell irreversibel und fithrt zum Kollabieren und Absterben der Pflanze. Das Gefiligewebe
in quer durchgeschnittenen Stingeln verwelkter Pflanzen kann braun werden, und aus der Schnittfliche tritt ein mil-
chiges bakterielles Exsudat aus oder kann leicht herausgedriickt werden. Wird ein durchgeschnittener Stingel senk-
recht ins Wasser gehalten, so treten aus den Gefifbiindeln Schleimfiden aus.

Die Kartoffelknolle. Die Kartoffelknollen sind am Nabelende quer oder lings durch das Nabelende durchzuschneiden.
In der frithen Phase der Infektion zeigt sich eine glasig gelbe bis hellbraune Verfirbung des GefifSbiindelringes, aus
dem nach einigen Minuten spontan ein blasses, cremefarbiges Exsudat austritt. Spater wird die Verfirbung deutlich
braun, und die Nekrose kann sich bis ins parenchymatische Gewebe erstrecken. In fortgeschrittenen Stadien breitet
sich die Infektion von den Nabelenden und den Augen aus, aus denen Bakterienschleim austreten kann, an dem
Bodenpartikel haften bleiben. Durch den Zerfall des Gefifsgewebes im Knolleninneren kénnen auf der Schale rotlich-
braune, leicht eingesunkene Lasionen entstehen. Im fortgeschrittenen Stadium der Krankheit ist ein sekundarer Befall
mit pilzlicher und bakterieller Weichfdule iiblich.

Symptome an der Tomate

Die Tomatenpflanze. Das erste sichtbare Symptom ist das schwammige Aussehen der jiingsten Blatter. Unter fiir den
Erreger giinstigen Bedingungen (Bodentemperatur etwa 25 °C bei gesittigter Luftfeuchtigkeit) wird eine Seite der
Pflanze oder die gesamte Pflanze innerhalb weniger Tage von Epinastie und Welke befallen, die zum vélligen Abster-
ben der Pflanze fithren. Unter weniger giinstigen Bedingungen (Bodentemperatur unter 21 °C) ist die Welke geringer,
aber es kann sich am Stingel eine groffe Zahl von Nebentrieben bilden. An der Stingelbasis lassen sich wissrig durch-
trinkte Streifen beobachten, die ein sichtbares Zeichen der Nekrose des vaskuldren Systems sind. Wird der Stingel
quer durchgeschnitten, so tritt aus dem braun verfirbten Gefifigewebe des Stingels ein weifler oder gelblicher
Bakterienschleim aus.

Symptome an anderen Wirtspflanzen

Solanum dulcamara und S. nigrum. Unter natiirlichen Bedingungen lassen sich die Welkesymptome an diesen Unkraut-
wirtspflanzen nur selten beobachten, es sei denn, die Bodentemperatur liegt iiber 25 °C oder die Inokulumdichte ist
dufBerst grof (z. B. wenn S. nigrum in der Nahe von kontaminierten Kartoffel- oder Tomatenpflanzen wichst). Tritt
die Welke auf, so entsprechen die Symptome denen, die bei der Tomate zu beobachten sind. Bei S.-dulcamara-Pflanzen
ohne Welkeerscheinung, die mit Stingel und Wurzeln im Wasser wachsen, kann das Gefifigewebe an Querschnitten
der Stingelbasis oder der unter Wasser befindlichen Stingelteile innen eine hellbraune Verfirbung aufweisen. Wird
ein durchgeschnittener Stingel senkrecht ins Wasser gehalten, so konnen aus dem durchgeschnittenen Gefaflgewebe
Bakterien austreten und Schleimfaden bilden, auch wenn keine Welkesymptome an der Pflanze zu beobachten sind.

Schnell-Screeningtests

Schnell-Screeningtests konnen die vorldufige Diagnose erleichtern, sind jedoch nicht unerlasslich. Einen oder meh-
rere der folgenden validierten Tests verwenden:

Gefiflbiindeltest

(Siehe Abschnitt VI.A.1)

Nachweis von Poly-f-hydroxybutyrat-Granula (PHB)

Die charakteristischen PHB-Granula in den Zellen von R. solanacearum werden sichtbar gemacht, indem hitzefixierte
Ausstriche von Bakterienexsudat aus infiziertem Gewebe auf einem Mikroskop-Objekttrager mit Nilblau A oder
Sudanschwarz angefirbt werden (siche Abschnitt VI.A.2).
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2.3. Serologische Agglutinationstests

(Siehe Abschnitt VI.A.3)

2.4, Sonstige Tests

Weitere geeignete Schnell-Screeningtests sind u. a. der IF-Test (Abschnitt VI.A.5), der FISH-Test (Abschnitt VI.A.7),
die ELISA-Tests (Abschnitt VI.A.8) und die PCR-Tests (Abschnitt VI.A.6).

3. Isolierungsverfahren

a)  Das Exsudat oder Bereiche verfiarbten Gewebes vom GefifSbiindelring in der Kartoffelknolle oder von den Gefaf3-
strangen im Stdngel von Kartoffel- oder Tomatenpflanzen oder sonstigen welkenden Wirtspflanzen heraus-
schneiden. In einem geringen Volumen sterilen, destillierten Wassers oder 50mM Phosphatpuffer (Anlage 4)
suspendieren und 5-10 Minuten stehen lassen.

b)  Eine Reihe von Dezimalverdiinnungen der Suspension herstellen.

¢)  50-100 pl der Suspension und der Verdiinnungen auf ein Universalndhrmedium (NA, YPGA oder SPA; siche
Anlage 2) und/oder auf das Kelman's selektive Tetrazolium-Medium (Anlage 2) und/oder ein validiertes selekti-
ves Medium (z. B. SMSA; siehe Anlage 2) auftragen. Mit einem geeigneten Verdiinnungsausstrichverfahren aus-
spateln oder ausstreichen. Es kann giinstig sein, einen Satz separater Platten mit einer verdiinnten Zellsuspension
eines Biovar-2-Stamms von R. solanacearum als Positivkontrolle anzulegen.

d) Die Platten 2-6 Tage bei 28 °C inkubieren.

—  Auf den Universalmedien bilden virulente Isolate von R. solanacearum perlweife, flache, unregelmifSige und
schleimige Kolonien, oft mit charakteristischen Wirbeln in der Mitte. Avirulente Formen von R. solanacea-
rum bilden dagegen kleine, runde, nichtschleimige, butterartige Kolonien, die vollstindig cremefarben
erscheinen.

—  Auf Kelman’s Tetrazolium-Medium und SMSA-Medium sind die Wirbel blutrot gefirbt. Avirulente Formen
von R. solanacearum bilden dagegen kleine, runde, nichtfliissige, butterartige Kolonien, die vollstindig dun-
kelrot erscheinen.

4. Tests zur Identifizierung von R. solanacearum

Tests zur Bestdtigung der Identitit R.-solanacearum-verddchtiger Isolate sind in Abschnitt VI. B aufgefiihrt.

ABSCHNITT III

1. Detaillierte Beschreibung der Methoden zum Nachweis und zur Identifizierung von Ralstonia solanacearum
in Proben symptomfreier Kartoffelknollen

1.1. Probenaufbereitung

Hinweis:

—  Die Standardprobe umfasst 200 Knollen je Test. Fiir umfangreichere Tests miissen mehr Proben dieser Grofe untersucht
werden. Mehr als 200 Knollen in der Probe fithren zu Hemmungsreaktionen oder erschweren die Ergebnisauswertung. Das
Verfahren ist aber auch fiir Proben mit weniger als 200 Knollen geeignet, wenn nur wenige Knollen zur Verfiigung stehen.

—  Die Validierung aller im Folgenden beschriebenen Nachweismethoden beruht auf der Untersuchung von Proben einer Grofe
von 200 Knollen.

—  Der im Folgenden beschriebene Kartoffelextrakt kann auch zum Nachweis des Erregers der bakteriellen Ringfiule der Kartof-
fel, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, verwendet werden.

Fakultative Vorbehandlung vor Probenaufbereitung:

a)  Proben bis zu zwei Wochen vor der Testung bei 25-30 °C inkubieren, um die Vermehrung von R.-solanacearum-
Populationen anzuregen.

b) Knollen waschen. Zwischen den einzelnen Proben geeignete Desinfektionsmittel (Chlorverbindungen im Falle
des PCR-Tests, um etwa vorhandene pathogene DNA zu entfernen) und Detergenzien verwenden. Knollen an
der Luft trocknen. Dieses Waschverfahren ist besonders fiir Proben mit viel anhaftender Erde und in Fillen
hilfreich (jedoch nicht vorgeschrieben), in denen ein PCR-Test oder ein direktes Isolierungsverfahren durchge-
fithrt werden sollte.



L 206/50

Amtsblatt der Europdischen Union

27.7.2006

. Mit einem sauberen, sterilen Skalpell oder Gemiisemesser die Schale am Nabelende der Knolle entfernen, so dass

das Gefaflbiindelgewebe sichtbar wird. Am Nabelende jeder Knolle sorgfiltig ein kleines, kegelformiges Gewebe-
stiick aus dem Gefaflbereich herausschneiden. Dabei darauf achten, dass moglichst wenig nicht vaskulires Gewebe
erfasst wird (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Hinweis: ~ Knollen mit Verdachtssymptomen der ,Schleimkrankheit® (sichtbarer Fiulnis) sind auszusondern und separat zu testen.

Werden beim Entfernen des kegelférmigen Gewebestiickchens Symptome der Schleimkrankheit festgestellt, so sollte
diese Knolle visuell gepriift werden; sie wird zu diesem Zweck am Nabelende durchgeschnitten. Durchgeschnittene Knol-
len mit verdichtigen Symptomen sollten zur Wundverkorkung mindestens 2 Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt und
anschliefend unter angemessenen Quarantinebedingungen (bei 4-10 °C) gelagert werden. Alle Knollen, einschlieflich
solcher mit Verdachtssymptomen, sind gemdfl Anhang IIl aufzubewahren.

. Die kegelformigen Nabelendstiickchen in unbenutzten verschlieSbaren und/oder verplombbaren Einwegbehiltnissen

sammeln (werden Behiltnisse wiederverwendet, so sind sie mit Chlorverbindungen griindlich zu reinigen und zu
desinfizieren). Die Gewebestiickchen sind moglichst sofort zu verarbeiten bzw. konnen — soweit dies nicht mog-
lich ist — in ihrem Behiltnis ohne Zugabe von Puffer fiir maximal 72 Stunden gekiihlt bzw. fiir maximal 24 Stun-
den bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

Die Gewebestiickchen nach einem der folgenden Verfahren verarbeiten:

a) Entweder die Stiickchen mit einer ausreichenden Menge (ca. 40 ml) Extraktionspuffer (Anlage 4) bedecken
und auf einem Schiittler (50-100 rpm) fiir 4 Stunden bei einer Temperatur von weniger als 24 °C oder
16-24 Stunden bei Kiihlschranktemperatur schiitteln;

oder

b) die Stiickchen mit einer ausreichenden Menge (ca. 40 ml) Extraktionspuffer (Anlage 4) entweder in einem
Waring- oder Ultra-Thurax-Mixer oder durch Zerkleinerung in einem robusten verschlossenen Einweg-
Mazerationsbeutel (z. B. Stomacher- oder Bioreba-Plastikbeutel, 150 mm x 250 mm; strahlensterilisiert) mit
einem Gummihammer oder einem geeigneten Zerkleinerungsgerit (z. B. Homex) homogenisieren.

Hinweis:  Das Risiko der Kreuzkontamination von Proben ist grof}, wenn letztere mit einem Mixer homogenisiert werden. Es sind
Vorkehrungen zu treffen, um jedes Versprithen oder Verschiitten wihrend des Extraktionsprozesses zu vermeiden. Fer-
ner ist sicherzustellen, dass fiir jede Probe frisch sterilisierte Mixerblitter und Gefife verwendet werden. Beim PCR-Test
ist eine DNA-Ubertragung auf Behilter oder Zerkleinerungsgerite zu vermeiden. Die Zerkleinerung sollte in Einweg-
beuteln und Einwegrohrchen erfolgen, wenn der PCR-Test angewandt werden soll.

. Den Uberstand umfiillen. Wenn er sehr triib ist, entweder durch langsames Zentrifugieren (nicht mehr als 180 g

fir 10 Minuten zwischen 4-10 °C) oder durch Vakuumfiltration (40-100 pm) kldren und den Filter mit zusitzli-
chem (10 ml) Extraktionspuffer waschen.

. Die Bakterien durch 15-miniitiges Zentrifugieren des erhaltenen Uberstandes bei 7 000 g (oder fiir 10 Minuten bei

10 000 g) bei einer Temperatur zwischen 4-10 °C konzentrieren und den Uberstand verwerfen, ohne das Pellet
aufzuriihren.

Das Pellet in 1,5 ml Pelletpuffer (Anlage 4) resuspendieren. 500 pl fur das Testen auf R. solanacearum, 500 pl fir
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus und 500 pl fiir Referenzzwecke verwenden. Zum Referenzaliquot von
500 pl und den restlichen Testaliquots steriles Glyzerin zugeben, um eine Endkonzentration von 10-25 % (v/[v) zu
erreichen, vortexen und bei — 16 bis — 24 °C (Wochen) oder bei — 68 bis — 86 °C (Monate) lagern. Die Testaliquots
wihrend der Testung bei 4-10 °C aufbewahren.

Von wiederholtem Einfrieren und Auftauen wird abgeraten.

Muss der Extrakt befordert werden, so ist sicherzustellen, dass der Transport innerhalb von 24 bis 48 Stunden
erfolgt und eine Kiihlbox verwendet wird.

Zur Vermeidung von Kontaminationen miissen alle R.-solanacearum-Positivkontrollen und Proben unbedingt sepa-
rat behandelt werden. Dies gilt fiir I[F-Objekttrager und fiir simtliche Tests.
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1.2. Testung

Siehe Flussdiagramm und Beschreibung der Tests sowie der optimierten Protokolle in den entsprechenden Anlagen:
Selektive Isolierung (Abschnitt VI.A.4)

IF-Test (Abschnitt VI.A.5)

PCR-Tests (Abschnitt VI.A.6)

FISH-Test (Abschnitt VI.A.7)

ELISA-Tests (Abschnitt VI.A.8)

Biotest (Abschnitt VL.A.9)

2. Detaillierte Beschreibung der Methoden zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum in
Proben von symptomfreien Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen

2.1. Probenaufbereitung

Hinweis: Zum Nachweis latenter R.-solanacearum-Populationen wird empfohlen, Mischproben zu testen. Das Verfahren ist auch fiir
Mischproben von bis zu 200 Stingelstiicken geeignet. Werden Erhebungen durchgefiihrt, so sollten diese an einer statis-
tisch reprisentativen Probe der zu untersuchenden Pflanzenpopulation ausgerichtet werden.

2.1.1. 1-2 cm lange Stingelstiicke in einem verschlieRbaren, sterilen Behilter sammeln; dabei wie folgt vorgehen:

Tomatenjungpflanzen: Mit einem sauberen, sterilen Messer an der Stingelbasis genau iiber der Erde ein 1 cm langes
Stangelstiick herausschneiden.

Freiland- oder Gewichshaustomaten: Mit einem sterilen Messer von jeder Pflanze den untersten Seitentrieb genau an
der Ansatzstelle am Haupttrieb abschneiden. Vom unteren Ende eines jeden Seitentriebs ein 1 cm grofSes Stiick
abschneiden.

Andere Wirtspflanzen: Mit einem sauberen, sterilen Messer oder einer Gartenschere an der Stingelbasis genau iiber
der Erde ein 1 cm grofes Stingelstiick herausschneiden. Bei S. dulcamara oder anderen im Wasser wachsenden
Wirtspflanzen 1-2 cm grof8e Stiicke aus den unter Wasser befindlichen Stingeln oder Stolonen mit Wasserwurzeln
herausschneiden.

Soll ein bestimmter Standort beprobt werden, so empfiehlt es sich, die Testung an einer statistisch reprisentativen
Probe von mindestens 10 Pflanzen der potenziellen Wirtspflanzen je Entnahmestelle vorzunehmen. Der Erreger
lasst sich im Spitfrithling, Sommer und Herbst am verldsslichsten nachweisen, allerdings lassen sich natiirliche
Infektionen bei der an Wasserldufen wachsenden winterharten Solanum dulcamara das ganze Jahr tiber nachweisen.
Zu den bekannten Wirtspflanzen gehoren Durchwuchs-Kartoffeln, Solanum dulcamara, S. nigrum, Datura stramo-
nium und andere Pflanzen aus der Familie der Nachtschattengewachse. Weitere Wirtspflanzen sind Pelargonium spp.
und Portulaca oleracea. Zu den europdischen Unkriutern, deren Wurzeln und/oder Rhizosphire unter bestimmten
Umweltbedingungen potenziell mit R.-solanacearum-Populationen (Biovar 2[Rasse 3) infiziert sind, zdhlen Atriplex
hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranun-
culus scleratus, Rorippa spp, Rumex spp., Silene alba, S. nutans., Tussilago farfarra und Urtica dioica.

Hinweis:  In diesem Stadium kénnen innere Symptome (Gewebeverfirbungen oder Bakterienschleim) visuell festgestellt werden.
Stingelstiicke mit Symptomen aussondern und separat testen (siche Abschnitt II).

2.1.2. Die Stingelstiicke kurz mit 70 %igem Ethanol desinfizieren und sofort auf Papiertiichern trocken tupfen. Anschlie-
Bend die Stangelstiicke einer der folgenden Behandlungen unterzichen:

a)  Entweder die Stiicke mit einer ausreichenden Menge (ungefdhr 40 ml) Extraktionspuffer (Anlage 4) bedecken
und auf einem Schiittler (bei 50-100 rpm) fiir 4 Stunden bei einer Temperatur von weniger als 24 °C bzw. fir
16-24 Stunden bei Kiihlschranktemperatur schiitteln; oder

b) die Stiicke mit einer ausreichenden Menge (ungefihr 40 ml) Extraktionspuffer (Anlage 4) durch Zerkleinern
in einem robusten Mazerationsbeutel (z. B. Stomacher- oder Bioreba-Beutel) mit einem Gummihammer oder
einem geeigneten Zerkleinerungsgerit (z. B. Homex) unverziiglich verarbeiten. Ist dies nicht moglich, so kon-
nen die Stingelstiicke gekithlt fir hochstens 72 Stunden und bei Raumtemperatur fiir hochstens 24 Stunden
gelagert werden.

2.1.3. Den Uberstand umfiillen, nachdem das Mazerat 15 Minuten gestanden hat.

2.1.4. Eine weitere Kldrung des Extrakts oder Konzentration der Bakterien ist in der Regel nicht erforderlich, kann jedoch
durch Filtrieren und/oder Zentrifugieren (siche Abschnitte II.1.1.3 bis 1.1.5) erreicht werden.



L 206/52 Amtsblatt der Europdischen Union 27.7.2006

2.1.5. Den unverdiinnten oder konzentrierten Probenextrakt in zwei gleiche Teile teilen. Eine Halfte wahrend der Testung
bei 4-10 °C aufbewahren, die andere Halfte mit 10-25 % (v/v) sterilem Glyzerin bei — 16 bis — 24 °C (Wochen)
oder bei — 68 bis — 86 °C (Monate) lagern, fir den Fall, dass weitere Tests erforderlich werden.

2.2. Testung

Siche Flussdiagramm und Beschreibung der Tests sowie der optimierten Protokolle in den entsprechenden Anlagen:
Selektive Isolierung (Abschnitt VI.A.4)

IF-Test (Abschnitt VI.A.5)

PCR-Tests (Abschnitt VI.A.6)

FISH-Test (Abschnitt VI.A.7)

ELISA-Tests (Abschnitt VI.A.8)

Biotest (Abschnitt VI.A.9)
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ABSCHNITT IV

1. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum in wasser

[ Wasserprobe (') )

( Konzentration des Erregers (?) )

ZENTRALER SCREENINGTEST
selektive Isolierung (3)
fakultative zusitzliche Tests: Biotest (*) / Anreicherungs-PCR (%) / Anreicherungs-ELISA (°)

Kolonien mit typischer Morphologie (7)
nach der Isolierung

R. solanacearum nicht nachgewiesen
< NEIN () Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert
G

( Reinigung durch Subkultivieren )

( IDENTIFIZIERUNGSTESTS (°) )—<

Beide Tests bestatigen Reinkultur
als R. solanacearum

Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

-

PATHOGENITATSTEST () ]

hd

Probe mit
R. solanacearum infiziert
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Empfohlene Probenahmeverfahren siehe Abschnitt IV.2.1.

Beschreibung von Methoden der Erregerkonzentration in Abschnitt IV.2.1. Da die Populationen sowohl des Erregers als auch der
konkurrierenden saprophytischen Bakterien durch die Konzentration zunehmen, sollte diese nur vorgenommen werden, wenn der
Isolierungstest dadurch nicht gehemmt wird.

Beschreibung des selektiven Isolierungstests in Abschnitt VI.A.4.

Beschreibung des Biotests in Abschnitt VI.A.9.

Beschreibung von PCR-Anreicherungsmethoden in den Abschnitten VI.A.4.2 und VI.A.6.
Beschreibung von ELISA-Anreicherungsmethoden in den Abschnitten VI.A.4.2 und VI.A.8.
Beschreibung der typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt 11.3.d.

Das Kultivieren kann aufgrund konkurrierender oder hemmender saprophytischer Bakterien scheitern. Besteht der Verdacht, dass
die Zuverlassigkeit der Isolierungstests durch hohe Saprophytenpopulationen beeintrachtigt wird, so sind die Isolierungstests nach
Verdunnung der Probe mit sterilem Wasser zu wiederholen.

Eine Reinkultur von R.-solanacearum-verdéchtigen Isolaten wird durch die Tests gemaR Abschnitt VI.B verlasslich identifiziert.
Beschreibung des Pathogenitatstests in Abschnitt VI.C.
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2.1.

2.2.

Methoden zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum in Wasser
Grundsatz

Das in diesem Abschnitt beschriebene validierte Verfahren ist zum Nachweis von Erregern in Proben von
Oberflichengewissern bestimmt, kann aber auch zur Testung von Proben von Kartoffelverarbeitungsabfillen oder
Kldrschlimmen verwendet werden. Es wird jedoch darauf hingewiesen, dass die erwartete Nachweisempfindlichkeit
je nach Substrat variiert. Die Sensitivitit des Isolierungstests wird durch Populationen konkurrierender saprophyti-
scher Bakterien beeinflusst, die bei der Kartoffelverarbeitung und in Kldrschlimmen im Allgemeinen in viel grofe-
ren Mengen vorkommen als in Oberflichengewissern. So diirften mit der nachstehend beschriebenen Methode in
Oberflichenwasser zwar 10° Zellen je Liter nachgewiesen werden, bei Kartoffelverarbeitungsabfillen oder Klir-
schlimmen diirfte die Nachweisempfindlichkeit allerdings wesentlich niedriger sein. Daher wird empfohlen,
Schlimme nach Reinigungsbehandlungen (z. B. Sedimentation oder Filtration) zu testen, durch die Populationen
saprophytischer Bakterien verringert werden. Die begrenzte Empfindlichkeit der Testmethode sollte bei der Bewer-
tung der Zuverldssigkeit etwaiger negativer Testergebnisse beriicksichtigt werden. Die Methode hat sich bei Erhe-
bungen zur Feststellung des Vorhandenseins bzw. des Nichtvorhandenseins des Erregers in Oberflichengewdssern
zwar bewihrt, thre Grenzen sollten jedoch klar sein, wenn dhnliche Erhebungen bei Kartoffelverarbeitungsabfillen
oder Kldrschlimmen durchgefithrt werden.

Probenaufbereitung

Hinweis:

— R solanacearum in Oberflichengewissern lasst sich im Spitfrithling, Sommer und Herbst, wenn die Wassertemperaturen iiber
15 °C betragen, am verlisslichsten nachweisen.

—  Wiederholte Probenahmen zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der oben genannten Zeitspanne an ausgewiesenen Proben-
ahmestellen gewihrleisten verldssliche Ergebnisse, da die Auswirkungen wechselnder Witterungsverhiltnisse reduziert werden.

—  Die Auswirkungen heftiger Niederschlige und die Geografie des Wasserlaufes miissen beriicksichtigt werden, um grofere
Verdiinnungseffekte, die das Auftreten des Erregers verschleiern konnten, zu vermeiden.

—  Oberflichenwasserproben sollten in Nihe von Wirtspflanzen gezogen werden, sofern letztere vorhanden sind.

. An ausgewdhlten Probenahmestellen, wenn moglich in mindestens 30 cm Tiefe und in 2 m Entfernung zum Ufer,

Wasserproben ziehen und in sterile Einwegrohrchen oder -flaschen fullen. Fiir Verarbeitungs- und Klirschlammab-
fille die Proben an der Stelle ziehen, an der die Abfille in den Wasserlauf eingeleitet werden. Es werden Proben
einer Grofe von bis zu 500 ml je Entnahmestelle empfohlen. Werden kleinere Proben bevorzugt, so sollten sie
mindestens 3x an jeder Entnahmestelle entnommen werden, wobei jede Probe aus 2 Unterproben von jeweils min-
destens 30 ml besteht. Fiir eine umfassendere Erhebung je 3 km Wasserlauf mindestens 3 Entnahmestellen aussu-
chen und sicherstellen, dass in den Wasserlauf einmiindende Fliisse ebenfalls beprobt werden..

Proben gekiihlt (4-10 °C) und dunkel transportieren und innerhalb von 24 Stunden testen.
Die Bakterienfraktion kann erforderlichenfalls nach einer der folgenden Methoden konzentriert werden:

a)  30-50 ml Unterproben bei 10 000 g fiir 10 Minuten (oder 7 000 g fiir 15 Minuten) vorzugsweise bei 4-10 °C
zentrifugieren, Uberstand verwerfen und das Pellet in 1 ml Pelletpuffer (siche Anlage 4) resuspendieren.

b) Membran filtrieren (Mindestporengréfe 0,45 pm), anschlieBend Filter mit 5-10 ml Pelletpuffer waschen und
Waschwasser auffangen. Diese Methode ist geeignet fiir grofSere Wassermengen mit wenig Saprophyten.

Bei Proben von Kartoffelverarbeitungsabfillen oder Klarschlimmen empfiehlt sich eine Konzentration in der Regel
nicht, da ebenfalls angereicherte Populationen konkurrierender saprophytischer Bakterien den Nachweis von R. sola-
nacearum hemmen werden.

Testung

Siehe Flussdiagramm und Beschreibung der Tests in den entsprechenden Anlagen.
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ABSCHNITT V

1. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum im Boden

( Bodenprobe (1)

ZENTRALER SCREENINGTEST
selektive Isolierung (?)
fakultativer zusatzlicher Test: Anreicherungs-PCR (%) / Biotest (*

Kolonien mit typlscher_MorphoIogle alle Testergebnisse negativ
nach der Isolierung

R. solanacearum nicht nachgewiesen
< NEIN (%) Probe nicht mit

R. solanacearum infiziert
E

( Reinigung durch Subkultivieren )

( IDENTIFIZIERUNGSTESTS (7) )—<

Beide Tests bestatigen Reinkultur
als R. solanacearum

Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

( Extraktion des Erregers )

-

PATHOGENITATSTEST (?) )

hd

Probe mit
R. solanacearum infiziert
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Empfohlene Probenahmeverfahren siehe Abschnitt V.2.1.

Beschreibung des selektiven Isolierungstests in Abschnitt VI.A.4.

Beschreibung von PCR-Anreicherungsmethoden in den Abschnitten VI.A.4.2 und VI.A.6.
Beschreibung des Biotests in Abschnitt VI.A.9.

Beschreibung der typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt 11.3.d.

Das Kultivieren kann aufgrund konkurrierender oder hemmender saprophytischer Bakterien scheitern. Besteht der Verdacht, dass
die Zuverlassigkeit der Isolierungstests durch hohe Saprophytenpopulationen beeintrachtigt wird, so sind die Isolierungstests nach
Verdiinnung der Probe mit sterilem Wasser zu wiederholen.

Eine Reinkultur von R.-solanacearum-verdéchtigen Isolaten wird durch die Tests geman Abschnitt VVI.B verlasslich identifiziert.
Beschreibung des Pathogenitétstests in Abschnitt VI.C.
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2.1.

2.1.1.

2.2

Methoden zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum im Boden
Grundsatz

Das in diesem Abschnitt beschriebene validierte Verfahren dient zum Nachweis des Erregers in Bodenproben, kann
jedoch auch verwendet werden, um Proben von festen Kartoffelverarbeitungsabfillen oder Kldrschlamm zu testen.
Allerdings sind diese Methoden nicht sensitiv genug, um den Nachweis von R. solanacearum bei geringen und/oder
ungleichmifig verteilten Populationen, die in natiirlich befallenen Proben dieser Substrate auftreten konnen, zu
gewihrleisten.

Die begrenzte Sensitivitdt dieses Testschemas ist daher bei der Beurteilung der Zuverldssigkeit von negativen Test-
ergebnissen sowie bei der Verwendung des Schemas zur Feststellung des Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins
des Erregers im Boden oder in Schlimmen zu beriicksichtigen. Der Erreger wird im Feldboden am zuverldssigsten
ermittelt, indem eine anféllige Wirtspflanze gepflanzt und auf Befallsanzeichen beobachtet wird. Aber auch mit
dieser Methode ist ein Nachweis von schwachen Kontaminationen nicht maglich.

Probenaufbereitung

Die Entnahme der Feldbodenproben sollte den Standards der Probenahme fiir die Nematodenuntersuchungen fol-
gen. Je Probe 0,5-1 kg Boden aus 60 Einstichen (Entnahmetiefe 10-20 cm) je 0,3 ha (oder in einem Raster von
7x7 m) entnehmen. Besteht der Verdacht, dass sich der Erreger im Feldboden befindet, so ist die Zahl der Einstich-
stellen auf 120 je 0,3 ha zu erhohen. Proben vor der Testung bei 12-15 °C aufbewahren. Proben von Kartoffel-
verarbeitungsabfillen oder Klirschlimmen sind in einer Gesamtmenge von 1 kg und an Stellen zu entnehmen, die
fur das gesamte zu testende Schlammvolumen reprisentativ sind. Jede Probe vor der Testung gut mischen.

. Teilproben von je 10-25 g Boden oder Schlamm durch Schiitteln (250 rpm) in 60-150 ml Extraktionspuffer

(Anlage 4) bis zu 2 Stunden dispergieren. Die Dispersion kann ggf. durch Zugabe von 0,02 %igem sterilem
Tween-20 und 10-20 g sterilem Kies unterstiitzt werden.

. Die Suspension wihrend der Testung bei 4 °C halten.

Testung

Siehe Flussdiagramm und Beschreibung der Tests in den entsprechenden Anlagen.

ABSCHNITT VI

OPTIMIERTE PROTOKOLLE FUR DEN NACHWEIS UND DIE IDENTIFIZIERUNG VON R. SOLANACEARUM

A.

DIAGNOSE- UND NACHWEISTESTS

Gefilbiindeltest

Ob in welken Stingeln von Kartoffeln, Tomaten oder anderen Wirtspflanzen R. solanacearum vorhanden ist, kann
mit folgendem Test leicht festgestellt werden: Stiangel kurz tiber dem Boden abschneiden und die Schnittflache in
ein Rohrchen mit reinem Wasser halten. Nach einigen Minuten ist zu beobachten, wie aus den durchgeschnittenen
Gefdfbiindeln spontan typische Bakterienschleimfaden austreten.

Nachweis von Poly-B-hydroxybutyrat-Granula

1. Auf einem Objekttriger einen Ausstrich des Bakterienexsudats aus infiziertem Gewebe oder von einer
48-Stunden-Kultur auf YPGA oder SPA (Anlage 2) herstellen.

2. Fiir Positivkontrollen Ausstriche eines Biovar-2-Stamms von R. solanacearum und ggf. fiir eine Negativkontrolle
einen Stamm verwenden, der als PHB-negativ bekannt ist.

3. An der Luft trocknen lassen. Die Unterseite eines jeden Objekttrigers schnell iiber eine Flamme fithren, um
den Ausstrich zu fixieren.

4. Priparat wie nachstehend beschrieben mit Nilblau oder Sudanschwarz firben und unter dem Mikroskop
auswerten.
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Nilblautest

Jeden Objekttrager mit 1 %iger wassriger Losung von Nilblau A vollstandig bedecken und 10 Minuten bei
55 °C inkubieren.

b)  Firbelosung ablaufen lassen. Kurz unter schwach flieRendem Leitungswasser abwaschen. Uberschiissiges Was-
ser mit Papiertiichern aufnehmen.

¢)  Ausstrich mit 8 %iger wiassriger Essigsdure vollstindig bedecken und 1 Minute bei Raumtemperatur inkubieren.

d) Kurz unter schwach flieRendem Leitungswasser abwaschen. Uberschiissiges Wasser mit Papiertiichern
aufnehmen.

¢)  Mit einem Tropfen Wasser wieder befeuchten und Deckglas auflegen.

f)  Gefirbten Ausstrich unter einem Epifluoreszenzmikroskop bei 450 nm unter Olimmersion und bei einer Ver-
groferung von 600-1 000 (Ol- oder Wasserimmersionsobjektiv) priifen.

g)  Auf kriftig orangefarbene Fluoreszenz von PHB-Granula achten. Auch bei Normallicht betrachten, um sicher-
zustellen, dass die Granula intrazellulir sind und die Zellmorphologie typisch fiir R. solanacearum ist.

Sudanschwarztest

a) Jeden Objekttrager mit 0,3 %iger Sudanschwarz-B-Losung in 70 %igem Ethanol vollstindig bedecken
und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

b) Firbelosung ablaufen lassen, kurz unter Leitungswasser abwaschen und iiberschiissiges Wasser mit Papier-
tichern aufnehmen.

¢)  Objekttrager kurz in Xylol tauchen und mit Papiertiichern trockentupfen. Achtung: Xylol ist gesundheitsschdd-
lich! Erforderliche Vorsichtsmafinahmen treffen und unter dem Abzug arbeiten.

d)  Objekttriger mit 0,5 %igem (w/v) wissrigem Safranin vollstindig bedecken und 10 Sekunden bei Raum-
temperatur inkubieren. Achtung: Safranin ist gesundheitsschddlich! Erforderliche Vorsichtsmafnahmen treffen und unter
dem Abzug arbeiten.

e)  Unter schwach fliefendem Leitungswasser abwaschen, iiberschiissiges Wasser mit Papiertiichern aufnehmen
und Deckglas auflegen.

f)  Gefdrbten Ausstrich im Durchlichtmikroskop unter Olimmersion bei einer Vergroferung von 1000
(Olimmersionsobjektiv) priifen.

g)  Auf blau-schwarz gefirbte PHB-Granula in R.-solanacearum-Zellen mit rosa gefirbten Zellwdnden achten.

Serologische Agglutinationstests

Die Agglutination von R.-solanacearum—Zellen in Bakterienschleim oder symptomatischen Gewebeextrakten lasst
sich am besten mit validierten Antikorpern (siche Anlage 3) feststellen, die mit geeigneten Farbmarkierern wie roten
Staphylococcus-aureus-Zellen oder gefarbten Latex-Partikeln markiert sind. Wird ein handelsiibliches Testkit (siche
Anlage 3) verwendet, so sind die Herstelleranweisungen zu befolgen. Ansonsten wie folgt verfahren:

a)

Tropfen einer Suspension aus markiertem Antikorper und Bakterienschleim (jeweils ca. 5 pl) auf Sichtfeldern
von Multiwell-Objekttragern mischen.

Positiv- und Negativkontrollen aus Suspensionen von R.-solanacearum-Biovar 2 und einem heterologen Stamm
zubereiten.

15 Sekunden vorsichtig mischen und danach auf Agglutinationsanzeichen in positiven Proben beobachten.



L 206/60

Amtsblatt der Europdischen Union

27.7.2006

4.1.

4.2.

Selektive Isolierung

Selektivausstrich

Hinweis: Bevor diese Methode zum ersten Mal angewandt wird, sind Voruntersuchungen durchzufithren, um sicherzustellen, dass
10° bis 10* koloniebildende Einheiten von R. solanacearum je ml, die Extrakten aus Proben mit vorhergehendem negati-
ven Testergebnis zugegeben wurden, reproduzierbar nachgewiesen werden konnen.

Ein geeignetes, validiertes Selektivmedium wie SMSA (modifiziert durch Elphinstone et al., 1996; siehe Anlage 2)
verwenden.

Dabei muss R. solanacearum von anderen Bakterien, die auf dem Medium Kolonien bilden kénnen, sorgfiltig differenziert
werden. Dariiber hinaus kénnen R.-solanacearum-Kolonien eine atypische Morphologie aufweisen, wenn die Platten iiber-
wuchert oder auch antagonistische Bakterien vorhanden sind. Besteht Verdacht auf Bakterienkonkurrenz oder
-antagonismus, so ist die Probe nach einer anderen Methode erneut zu testen.

Die hochste Nachweisempfindlichkeit ldsst sich bei dieser Methode mit frisch aufbereiteten Probenextrakten erreichen.
Allerdings eignet sich die Methode auch fiir Extrakte, die bei — 68 bis — 86 °C unter Zugabe von Glyzerin gelagert wurden.

Als Positivkontrollen Dezimalverdiinnungen einer Suspension von 10° cfu je ml eines virulenten Biovar-2-Stammes
von R. solanacearum (z. B. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) herstellen. Um jegliches Kontaminationsrisiko
zu vermeiden, die Positivkontrollen véllig getrennt von den Testproben vorbereiten.

Fiir jede neu bereitete Charge eines Selektivmediums ist seine Eignung zum Anziichten des Erregers zu priifen,
bevor es zur Untersuchung von Routineproben verwendet wird.

Kontrollmaterial wie die Probe(n) testen.

Einen geeigneten Verdiinnungsausstrich durchfithren, um sicherzustellen, dass saprophytische koloniebildende
Hintergrundpopulationen ausverdiinnt werden. 50-100 pl je Platte und je Verdiinnung ausstreichen.

Die Platten bei 28 °C inkubieren. Die Platten nach 48 Stunden und danach téglich bis zu sechs Tage lang auswer-
ten. Auf dem SMSA-Medium erscheinen fiir R. solanacearum typische milchig weifse, flache, unregelmifSige und
schleimige Kolonien, die nach drei Tagen Inkubation im Zentrum eine rosa bis blutrote Firbung mit Strichen oder
Wirbeln aufweisen (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Hinweis: ~ Mitunter bilden sich auf diesem Medium atypische R.-solanacearum-Kolonien. Diese konnen klein, rund, vollig rot und
nicht schleimig oder nur teilweise schleimig sein, so dass es schwierig ist, sie von koloniebildenden saprophytischen
Bakterien zu unterscheiden.

Die R.-solanacearum-verdichtigen-Kolonien nach Ausspateln oder Verdiinnungsausstrich auf einem Universal-
medium reinigen, um einzelne Kolonien zu isolieren (siche Anlage 2).

Kulturen fiir kurze Zeit in sterilem Wasser (pH 6-8, chlorfrei) bei Raumtemperatur im Dunkeln und fiir lingere
Zeit in einem geeigneten Kélteschutzmedium bei — 68 bis — 86 °C oder lyophilisiert lagern.

Verdichtige Kulturen identifizieren (siche Abschnitt VIB.) und einen Pathogenitdtstest durchfithren (siche
Abschnitt VI. C).

Auswertung der Ergebnisse des Selektivausstrichtests

Der Selektivausstrichtest ist negativ, wenn nach sechs Tagen keine Bakterienkolonien sichtbar sind oder wenn keine
verdichtigen R.-solanacearum-typischen Kolonien festgestellt werden, vorausgesetzt, dass keine Hemmung durch
konkurrierende oder antagonistische Bakterien anzunehmen ist und dass typische R.-solanacearum-Kolonien bei den
Positivkontrollen gefunden wurden.

Der Selektivausstrichtest ist positiv, wenn R.-solanacearum-verdichtige-Kolonien isoliert werden.
Anreicherungsverfahren
Ein validiertes Anreicherungsmedium wie den modifizierten Wilbrink-Bouillon verwenden (siehe Anlage 2).

Dieses Verfahren kann zur selektiven Vermehrung von R.-solanacearum-Populationen in Probenextrakten und Erhéhung der
Nachweisempfindlichkeit verwendet werden. Mit diesem Verfahren lassen sich auch Inhibitoren der PCR-Reaktion wirksam
verdiinnen (1:100). Die Anreicherung von R. solanacearum kann allerdings aufgrund konkurrierender oder antagonistischer
saprophytischer Organismen scheitern, die hiufig gleichzeitig angereichert werden. Aus diesem Grund kann es schwierig sein,
aus angereicherten Bouillon-Kulturen R. solanacearum zu isolieren. Da die Populationen von serologisch verwandten Sapro-
phyten zunehmen Rkonnen, wird empfohlen, fiir den ELISA-Test spezifische monoklonale statt polyklonale Antikorper zu
verwenden.
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4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

5.1.

Fiir Anreicherungs-PCR 100 pl des Probenextrakts in 10 ml Anreicherungsbouillon (Anlage 2) geben, der zuvor in
DNA-freie Rohrchen oder Flaschen aliquotiert wurde. Fiir Anreicherungs-ELISA kann das Verhiltnis zwischen
Probenextrakt und Anreicherungsbouillon grofier sein (z. B. 100 pl Probenextrakt in 1,0 ml Anreicherungsbouillon).

Fiir 72 Stunden bei 27-30 °C in Schiittel- oder Standkultur mit zwecks Beliiftung lose aufgesetzten Deckeln
inkubieren.

Vor Gebrauch fiir ELISA- oder PCR-Tests gut mischen.

Den Anreicherungsbouillon in gleicher Weise behandeln wie die Probe(n) in den oben aufgefithrten Tests.

Hinweis: ~ Wird bei der Anreicherung mit einer Hemmung von R. solanacearum aufgrund hoher Populationen bestimmter konkur-
rierender saprophytischer Bakterien gerechnet, so kann eine Anreicherung der Probenextrakte vor dem Zentrifugieren
oder anderen Konzentrationsschritten zu besseren Ergebnissen fithren.

IF-Test

Grundsatz

Der IF-Test wird als Hauptscreeningtest empfohlen, weil er nachweislich stabil genug ist, um die vorgeschriebenen
Schwellenwerte zu erreichen.

Wird der [F-Test als Hauptscreeningtest angewandt und fallt der IF-Befund positiv aus, so muss als zweiter Screening-
test der Isolierungs-, der PCR- oder der FISH-Test durchgefiihrt werden. Wird der IF-Test als zweiter Screeningtest
angewandt und féllt der IF-Befund positiv aus, so sind zum Abschluss der Analyse weitere Tests (siche Flussdia-
gramm) erforderlich.

Hinweis:  Validierte Herkunft von Antikorpern gegen R. solanacearum verwenden (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/
irc/sanco/Home main). Es wird empfohlen, fiir jede neue Antikérpercharge den Titer zu bestimmen. Der Titer wird defi-
niert als die hochste Verdiinnung, bei der eine optimale Reaktion eintritt, wenn eine Suspension aus 10° bis 10° Zellen
je ml des homologen Stammes von R. solanacearum mit einem geeigneten Fluorescein-Isothiocyanat-(FITC)-Konjugat nach
Herstellervorgaben getestet wird. Alle validierten polyklonalen Antiseren hatten einen IF-Titer von mindestens 1:2 000.
Beim Test sollten die Antikorper in Arbeitsverdiinnung(en) (AV) auf oder nahe am Titerwert verwendet werden.

Der Test ist an frisch aufbereiteten Probenextrakten durchzufiithren. Er kann erforderlichenfalls auch an Extrakten vor-
genommen werden, die bei — 68 bis — 86 °C unter Glyzerinzugabe gelagert haben. Das Glyzerin kann durch Zugabe
von 1 ml Pelletpuffer (Anlage 4), 15-miniitiges Rezentrifugieren bei 7 000 g und Resuspension in gleicher Menge Pellet-
puffer entfernt werden. Dieser Arbeitsschritt ist hiufig nicht erforderlich, vor allem, wenn die Proben durch Abflammen
am Objekttrager fixiert werden.

Separate Objekttrager mit Positivkontrollen des homologen Stammes oder eines anderen Referenzstammes von R. sola-
nacearum, gemdfl Anlage 3. B. in Kartoffelextrakt und fakultativ in Puffer suspendiert, vorbereiten.

Als dhnliche Kontrolle auf demselben Objekttriger sollte nach Moglichkeit natiirlich infiziertes Gewebe (durch Lyophi-
lisierung oder Einfrieren bei — 16 bis — 24 °C gelagert) verwendet werden.

Als Negativkontrollen Aliquots des Probenextrakts verwenden, deren vorheriges Testergebnis negativ war.

Die fiir diesen Test zur Verfiigung stehenden standardisierten Positiv- und Negativ-Kontrollmaterialien sind in
Anlage 3 aufgefiihrt.

Multiwellobjekttrager mit vorzugsweise 10 Sichtfeldern von mindestens 6 mm Durchmesser verwenden.

Das Kontrollmaterial nach demselben Verfahren testen wie die Probe(n).

Die Objekttrager nach einem der folgenden Verfahren vorbereiten

i)  Pellets mit relativ wenig Stirkesediment:

Ein abgemessenes Standardvolumen (15 pl reichen fiir ein Feld von 6 mm Durchmesser aus — bei groferen
Feldern ein entsprechend groferes Volumen verwenden) des 1/100 verdiinnten resuspendierten Kartoffel-
pellets auf das erste Feld pipettieren. Dieselbe Menge unverdiinntes Pellet (1/1) auf die restlichen Felder der
Reihe pipettieren. Die zweite Reihe kann, wie in Abbildung 1 dargestellt, als Duplikat oder fiir eine zweite
Probe verwendet werden.
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ii)  Andere Pellets:

Dezimalverdiinnungen (1/10 und 1/100) des resuspendierten Pellets in Pelletpuffer herstellen. Ein abgemesse-
nes Standardvolumen (15 pl reichen fiir ein Feld von 6 mm Durchmesser aus — bei groferen Feldern ein
entsprechend groferes Volumen verwenden) des resuspendierten Pellets und jeder Verdiinnung auf eine Felder-
reihe pipettieren. Die zweite Reihe kann, wie in Abbildung 2 dargestellt, als Duplikat oder fiir eine zweite
Probe verwendet werden.

5.2.  Tropfen bei Umgebungstemperatur oder durch Erwirmen auf 40 bis 45 °C trocknen lassen. Bakterienzellen entwe-
der durch 15-miniitiges Erhitzen bei 60 °C, Abflammen, mit 95 %igem Ethanol oder nach genauen Anweisungen
des Antikorper-Lieferanten am Objekttrager fixieren.

Soweit erforderlich, konnen fixierte Objekttrdger vor weiteren Tests eingefroren in einem trockenen Behltnis fur
kurze Zeit (jedoch hochstens drei Monate) gelagert werden.

5.3. IF-Verfahren

i)  Bei Objekttragervorbereitung nach 5.1 Ziffer i:

Einen Satz Zweifachverdiinnungen des Antikorpers in IF-Puffer herstellen. Im ersten Feld sollte 1/2 des Titers
(T/2), in den anderen Feldern 1/4 des Titers (T/4), 1/2 des Titers (T/2), der Titer (T) und das Doppelte des
Titers (2T) enthalten sein.

ii)  Bei Objekttragervorbereitung nach 5.1 Ziffer ii:

Herstellung der Arbeitsverdiinnung (AV) des Antikorpers in IF-Puffer. Die Arbeitsverdiinnung beeinflusst die

Spezifitat.
ADbb. 1. Vorbereitung des Objekttrigers nach 5.1 Ziffer i und 5.3 Ziffer i
Verdiinnungen des resuspendierten Pellets
1/100 1/1 11 11 1/1 O Verdiinnung des
resuspendierten Pellets
(T = Titer) T2 T[4 T2 T 2T O  Zweifachverdiinnungen des

Antiserums/Antikorpers

Probe 1 .1 .2 .3 .4 . 5

Duplikat von Probe 1 oder

Probe 2 . . . . .
6 7 8 9 10

Abb. 2. Vorbereitung des Objekttrages nach 5.1 Ziffer ii und 5.3 Ziffer ii

Arbeitsverdiinnung des Antiserums/Antikorpers

11 1/10  1/100 leer  leer [0 Dezimalverdiinnungen des
resuspendierten Pellets

Probe 1 .1 .2 .3 .4 . :

Duplikat von Probe 1 oder

Probe 2 .6 .7 .8 .9 .10
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5.3.1. Die Objekttrager auf feuchten Papiertiichern auslegen. Alle Testfelder mit Antikorperverdiinnung(en) bedecken. Das
auf die Felder aufgetragene Antikorpervolumen muss mindestens dem Volumen des aufgetragenen Extraktes
entsprechen.

Liegen keine spezifischen Anweisungen des Antikorper-Lieferanten vor, so ist folgendes Verfahren anzuwenden:

5.3.2. Objekttriger abgedeckt 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-25 °C) auf feuchten Papiertiichern inkubieren.

5.3.3. Tropfen vom Objekttrager abschiitteln, und die Objekttrager sorgfaltig mit IF-Puffer spiilen. 5 Minuten mit IF-Puffer-
Tween (Anlage 4) und anschlieend in IF-Puffer waschen. Kreuzkontaminationen durch Sprith- oder Tropfen-
bildung vermeiden. Uberschiissige Feuchtigkeit durch Abtupfen sorgfiltig entfernen.

5.3.4. Objekttrager auf feuchten Papiertiichern auslegen. Testfelder mit der zur Titer-Bestimmung verwendeten FITC-
Konjugatverdiinnung bedecken. Das auf die Felder aufgetragene Konjugatvolumen muss dem Volumen des aufge-
tragenen Antikorpers entsprechen.

5.3.5. Objekttrager abgedeckt 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-25 °C) auf feuchten Papiertiichern inkubieren.

5.3.6. Konjugattropfen vom Objekttriger abschiitteln. Wie unter 5.3.3 angegeben waschen und spiilen.

Uberschiissige Feuchtigkeit sorgfiltig entfernen.

5.3.7. Auf jedes Feld 5-10 pl 0,1 M phosphatgepuffertes Glyzerin (Anlage 4) oder eine handelsiibliche Antifading-
Deckfliissigkeit auftragen und Deckglas auflegen.

54. IF-Test-Befund

5.4.1. Testobjekttréger unter einem Epifluoreszenz-Mikroskop mit Filtern, die fiir FITC-Anregung geeignet sind, unter Ol-
oder Wasserimmersion bei einer Vergroerung von 500-1 000 untersuchen. Jedes Feld in zwei rechtwinklig zuein-
ander stehenden Durchmessern sowie entlang des Feldrandes mikroskopisch untersuchen. Bei Proben, die keine
oder nur wenige Zellen zeigen, mindestens 40 Mikroskopfelder untersuchen.

Zunichst den Objekttrager mit der Positivkontrolle priifen. Die Zellen miissen stark fluoreszieren und bei dem
festgelegten Antikorpertiter oder der festgelegten Arbeitsverdiinnung vollstindig geférbt sein. Bei abweichender Fir-
bung zum Normalzustand ist der IF-Test (Abschnitt VI.A.5) zu wiederholen.

5.4.2. Auf Anwesenheit hell fluoreszierender Zellen mit charakteristischer R.-solanacearum-Morphologie in den Testfeldern
auf den Testobjekttragern priifen (siche Website http://forum.curopa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Die Inten-
sitit der Fluoreszenz muss der des positiven Kontrollstammes bei gleicher Antikorperverdiinnung entsprechen.
Unvollstindig gefdrbte oder nur schwach fluoreszierende Zellen sind nicht zu beriicksichtigen.

Bei jeglichem Verdacht auf eine Kontamination ist der Test zu wiederholen. Dies kann der Fall sein, wenn alle
Objekttrager in einer Charge wegen Pufferkontamination positive Zellen zeigen oder wenn auf der Objekttrager-
beschichtung (aufSerhalb der Felder) positive Zellen gefunden werden.

5.4.3. Der Immunofluoreszenztest hat in Bezug auf die Spezifitit verschiedene Probleme. Es ist damit zu rechnen, dass in
Pellets aus Kartoffelnabelenden und Stingelstiicken Hintergrundpopulationen mit fluoreszierenden Zellen und aty-
pischer Morphologie sowie kreuzreagierende saprophytische Bakterien mit R.-solanacearum-dhnlicher Grofe und
Morphologie auftreten.

5.4.4. Nur fluoreszierende Zellen von typischer Grofe und Morphologie bei Verwendung des Titers oder der Arbeits-
verdiinnung der Antikorper (siche 5.3.) beriicksichtigen.
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5.4.5.

Auswertung des IF-Befundes:

i)  Fir jede Probe, bei der stark fluoreszierende Zellen mit charakteristischer Morphologie gefunden werden, sind
die mittlere Anzahl typischer Zellen je Mikroskopfeld zu schitzen und die Zahl typischer Zellen je ml resus-
pendiertes Pellet zu berechnen (Anlage 5).

Der IF-Befund gilt bei Proben mit mindestens 5 x 10° typischen Zellen je ml resuspendiertes Pellet als positiv.
Die Probe gilt in diesem Falle als potenziell kontaminiert, und es sind weitere Tests erforderlich.

ii)  Der IF-Befund gilt bei Proben mit weniger als 5 x 10> Zellen je ml resuspendiertes Pellet als negativ. Weitere
Tests sind in diesem Falle nicht erforderlich.

PCR-Tests
Grundsatz

Wird der PCR-Test als Hauptscreeningtest angewandt und fillt dieser Test positiv aus, so muss obligatorisch als
zweiter Screeningtest der Isolierungstest oder der IF-Test durchgefiihrt werden. Wird der PCR-Test als zweiter
Screeningtest durchgefithrt und féllt der Test positiv aus, so sind zur Sicherung der Diagnose weitere Tests nach
dem Flussdiagramm erforderlich.

Dieses Testverfahren wird als Hauptscreeningtest nur empfohlen, wenn es fachkundig durchgefithrt werden kann.

Hinweis: ~ Vorangehende Tests mit diesem Verfahren miissen gewihrleisten, mindestens 10° bis 10* Zellen von R. solanacearum je
ml, die Probenextrakten mit vorhergehendem negativen Testergebnis zugefiigt wurden, reproduzierbar nachzuweisen.
Moglicherweise sind Optimierungsversuche erforderlich, um in allen Laboratorien ein hochstmogliches Niveau an Sen-
sitivitdt und Spezifitdt zu gewihrleisten.

Validierte PCR-Reagenzien und -Protokolle (siche Anlage 6) verwenden. Vorzugsweise eine Methode mit interner
Kontrolle wihlen.

Alle erforderlichen Vorkehrungen treffen, um eine Kontamination der Probe mit Ziel-DNA zu vermeiden. Der PCR-
Test ist von erfahrenen Technikern und in fiir molekular-biologische Arbeiten vorgesehenen Laboratorien durch-
zufithren, um das Risiko einer Kontamination mit Ziel-DNA auf ein Mindestmafd zu begrenzen.

Negativkontrollen (fiir DNA-Extraktions- und PCR-Verfahren) sind stets als letzte Probe zu behandeln, damit nach-
vollziehbar bleibt, ob eine DNA-Verschleppung stattgefunden hat.

Die folgenden Negativkontrollen sollten in den PCR-Test einbezogen werden:

—  Probenextrakt, der zuvor negativ auf R. solanacearum getestet wurde;

—  Pufferkontrollen, die zum Extrahieren des Bakteriums und der DNA aus der Probe verwendet werden;
— PCR-Reaktionsmischung.

Die folgenden Positivkontrollen sollten in den PCR-Test einbezogen werden:

— Aliquots resuspendierter Pellets, denen R. solanacearum zugegeben wurde (Vorbereitung siche Anlage 3
Abschnitt B);

— eine Suspension aus 10° Zellen je ml R. solanacearum in Wasser aus einem virulenten Isolat (z. B. NCPPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857; siche Anlage 3 Abschnitt B);

— soweit moglich wihrend des PCR-Tests auch DNA aus positiven Kontrollproben verwenden.

Um potenzielle Kontaminationen zu vermeiden, sind Positivkontrollen von den Testproben riumlich
getrennt vorzubereiten.

Probenextrakte sollten maglichst frei von Erdresten sein. Daher empfiehlt sich in bestimmten Fallen, Extrakte aus
gewaschenen Kartoffeln herzustellen, wenn PCR-Protokolle angewandt werden sollen.

Die fur diesen Test zur Verfiigung stehenden standardisierten Positiv- und Negativ-Kontrollmaterialien sind in
Anlage 3 aufgefuhrt.
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DNA-Reinigungsmethoden
Positive und negative Kontrollproben wie oben beschrieben verwenden (siche Anlage 3).
Das Kontrollmaterial nach demselben Verfahren testen wie die Probe(n).

Es stehen diverse Methoden zur Reinigung der Ziel-DNA aus komplexen Probensubstraten zur Verfiigung, wodurch
PCR-Inhibitoren entfernt und andere enzymatische Reaktionen ausgeschlossen werden und die Ziel-DNA im Proben-
extrakt konzentriert wird. Die folgende Methode wurde zur Verwendung mit der validierten PCR-Methode (Anlage 6)
optimiert.

a) Methode nach Pastrik (2000)

1) 220l Lysispuffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) in ein 1,5-ml-
Eppendorf-Réhrchen pipettieren.

2) 100 pl Probenextrakt zugeben und bei 95 °C fiir 10 Minuten in einen Thermoblock oder ein Wasserbad
stellen.

3) Rohrchen 5 Minuten auf Eis kiihlen.

4) 80 pl Lysozym-Stammldsung (50 mg Lysozym je ml in 10 mM Tris-HCl, pH 8,0) zugeben und fiir
30 Minuten bei 37 °C inkubieren.

5) 220 pl Easy-DNA®-Lésung A (Invitrogen) zugeben, durch Vortexen mischen und fiir 30 Minuten bei 65 °C
inkubieren.

6) 100 pl Easy-DNA®-Losung B (Invitrogen) zugeben und kriftig vortexen, bis das Prizipitat im Réhrchen
frei flieSt und die Probe gleichmifSig viskos ist.

7) 500 pl Chloroform zugeben und vortexen, bis die Viskositit nachldsst und die Mischung homogen wird.

8)  Zur Phasentrennung und Ausbildung der Interphase bei 15 000 g und 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugie-
ren.

9)  Oberphase in ein sauberes Eppendorf-Réhrchen tiberfithren.

10) 1 ml 100 %iges Ethanol (- 20 °C) zugeben, kurz vortexen und fiir 10 Minuten auf Eis inkubieren.

11) Bei 15 000 g und 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugieren und Ethanol vom Pellet entfernen.

12) 500 pl 80 %iges Ethanol (- 20 °C) zugeben und durch Invertieren des Rohrchens mischen.

13) Bei 15 000 g und 4 °C fur 10 Minuten zentrifugieren, das Pellet bewahren und das Ethanol entfernen.
14) Pellet an der Luft oder in einer DNA-Speedvac trocknen lassen.

15) Pellet in 100 pl sterilem Reinstwasser (UPW) resuspendieren und bei Raumtemperatur mindestens 20 Minu-
ten stehen lassen.

16) Bei— 20 °C lagern, bis es fiir die PCR benotigt wird.

17) Etwa vorhandenes weifSes Prizipitat abzentrifugieren und 5 pul des DNA-haltigen Uberstands fiir die PCR
verwenden.

b) Andere Methoden

Andere Methoden der DNA-Extraktion (z. B. Qiagen DNeasy Plant Kit) sind akzeptabel, sofern sie DNA aus
Kontrollproben mit 10° bis 10* Zellen des Krankheitserregers je ml nachweislich ebenso wirksam reinigen.
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6.2.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

PCR

Test- und Kontroll-Templates nach dem validierten Protokoll (Abschnitt VI.A.6) fiir die PCR vorbereiten. Eine
Dezimalverdiinnung des Proben-DNA-Extrakts (1:10 in UPW) herstellen.

Nach dem vorgegebenen Protokoll (Anlage 6) in einem kontaminationsfreien Umfeld eine geeignete PCR-
Reaktionsmischung herstellen. Es wird empfohlen, wenn méglich ein Multiplex-PCR-Protokoll zu verwenden, das
auch eine interne PCR-Kontrolle enthilt.

Nach den vorgegebenen PCR-Protokollen (Anlage 6) 2 bis 5 ul DNA-Extrakt je 25 pul PCR-Reaktion in sterile PCR-
Rohrchen geben.

Eine negative Kontrollprobe mit ausschlieflich PCR-Reaktionsmischung einbezichen und anstelle der Probe UPW
zugeben, das zur Herstellung der PCR-Mischung verwendet wurde.

Die Rohrchen in den Thermocycler stellen, der fiir die vorausgehenden Tests verwendet wurde, und das entspre-
chend optimierte PCR-Programm (Anlage 6) verwenden.

Analyse des PCR-Produktes

. PCR-Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese auftrennen. Dazu mindestens 12 pl amplifizierte DNA-

Reaktionsmischung jeder Probe, mit 3 ul Beladungspuffer (Anlage 6) gemischt, in 2,0 % (w/v) Agarose-Gelen in
Tris-Acetat-EDTA-(TAE)-Puffer (Anlage 6) bei 5-8 V je cm laufen lassen. Einen geeigneten DNA-Marker, z. B. ,100
bp ladder’, verwenden.

. DNA-Banden durch Anfirben in Ethidiumbromid (0,5 mg je ) fiir 30-60 Minuten sichtbar machen. Dieses Muta-

gen vorsichtig handhaben.

. Das angefirbte Gel unter UV-Transillumination (\ = 302 nm) auf amplifizierte PCR-Produkte der erwarteten Grofle

(Anlage 6) untersuchen und dokumentieren.

Bei neuen Feststellungen/Fillen ist die Authentizitit des PCR-Fragments durch Restriktionsenzymanalyse an einer
Probe der verbliebenen amplifizierten DNA zu bestitigen, d. h. die Probe bei optimaler Temperatur und Zeitdauer
mit einem geeigneten Enzym und Puffer (Anlage 6) zu inkubieren. Die verdauten Fragmente wie zuvor durch
Agarose-Gelelektrophorese auftrennen, nach Anfarben mit Ethidiumbromid charakteristische Restriktionsfragment-
muster unter UV-Transillumination priifen und mit der unverdauten und verdauten Positivkontrolle vergleichen.

Auswertung des PCR-Testergebnisses:

Der PCR-Test ist negativ, wenn das R.-solanacearum-spezifische PCR-Produkt der erwarteten Grofe nicht fiir die
untersuchte Probe, jedoch fiir alle positiven Kontrollproben nachgewiesen wird (bei Multiplex-PCR mit pflanzen-
spezifischen internen Kontrollprimern muss ein zweites PCR-Produkt der erwarteten Grofe in der untersuchten
Probe amplifiziert werden).

Der PCR-Test ist positiv, wenn das R.-solanacearum-spezifische PCR-Produkt der erwarteten Grofse und (soweit erfor-
derlich) des erwarteten Restriktionsmusters nachgewiesen wird, vorausgesetzt, es wird nicht in einer der negativen
Kontrollproben amplifiziert. Ein positives Ergebnis kann auch durch Wiederholung des Tests mit einem zweiten
PCR-Primerset (Anlage 6) verldsslich bestitigt werden.

Hinweis:  Es besteht Verdacht auf PCR-Hemmung, wenn das erwartete Fragment aus der positiven Kontrollprobe stammt, die R.
solanacearum in Wasser enthilt, bei positiven Kontrollproben, die R. solanacearum in Kartoffelextrakt enthalten, jedoch
negative Ergebnisse erzielt werden. In Multiplex-PCR-Protokollen mit internen PCR-Kontrollen liegt eine Reaktions-
hemmung vor, wenn keines der beiden Fragmente erhalten wird.

Es besteht Verdacht auf Kontamination, wenn das erwartete Fragment in einer oder mehrerer der Negativkontrollen
erhalten wird.
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7.1.

7.1.4.

FISH-Test
Grundsatz

Wird der FISH-Test als erster Screeningtest angewandt und féllt dieser Test positiv aus, so muss obligatorisch als
zweiter Screeningtest der [F-Test durchfiihrt werden. Wird der FISH-Test als zweiter Screeningtest durchgefiihrt
und fallt der Test positiv aus, so sind zur Sicherung der Diagnose weitere Tests nach dem Flussdiagramm erforderlich.

Hinweis: ~ Validierte R.-solanacearum-spezifische Oligo-Sonden (siche Anlage 7) verwenden. Vorausgehende Tests mit diesem Ver-
fahren miissen gewéhrleisten, mindestens 10° bis 10* Zellen von R. solanacearum je ml, die Probenextrakten mit zuvor
negativem Testergebnis zugefiigt wurden, reproduzierbar nachzuweisen.

Das im Folgenden beschriebene Verfahren ist vorzugsweise an frisch hergestelltem Probenextrakt durchzufiihren,
kann aber auch bei Probenextrakten angewandt werden, die bei — 16 bis — 24 °C oder bei — 68 bis — 86 °C unter

Glyzerinzugabe gelagert wurden.

Als Negativkontrollen sind Aliquots von Probenextrakten zu verwenden, die zuvor mit negativem Testergebnis auf
R. solanacearum untersucht wurden.

Als Positivkontrollen aus einer 3-5 Tage alten Kultur Suspensionen mit 10° bis 10° Zellen von R. solanacearum
Biovar 2 (z. B. Stamm NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857, siche Anlage 3) je ml in 0,01 M Phosphatpuffer (PB)
vorbereiten. Separate Objekttrager mit Positivkontrollen des homologen Stammes oder eines anderen Referenz-
stammes von R. solanacearum, in Kartoffelextrakt suspendiert, vorbereiten (siche Anlage 3 B).

Die FITC-marktierte eubakterielle Oligo-Sonde bietet insofern eine Kontrolle fiir den Hybridisierungsprozess, als
sie alle Eubakterien anfirbt, die in der Probe vorhanden sind.

Die fiir diesen Test zur Verfiigung stehenden standardisierten Positiv- und Negativ-Kontrollmaterialien sind in
Anlage 3 Abschnitt A aufgefiihrt.

Das Kontrollmaterial nach demselben Verfahren testen wie die Probe(n).
Fixierung des Kartoffelextrakts

Das folgende Protokoll basiert auf Wullings et al., (1998):

. Fixierlosung herstellen (siche Anlage 7).

100 pl von jedem Probenextrakt in ein Eppendorf-Réhrchen pipettieren und fiir 7 Minuten bei 7 000 g
zentrifugieren.

. Uberstand verwerfen und das Pellet in 200 pl Fixiermittel, das < 24 Stunden zuvor angesetzt wurde, l6sen. Vorte-

xen und 1 Stunde lang im Kithlschrank inkubieren.

Fiir 7 Minuten bei 7 000 g zentrifugieren. Uberstand verwerfen und das Pellet in 75 pl 0,01 M PB resuspendieren
(siehe Anlage 7).

16 pl der fixierten Suspensionen auf einen sauberen Multitest-Objekttrager (siche Abbildung 7.1) auftragen. Zwei
verschiedene Proben je Objekttrager auftragen, unverdiinnt und 10 pl zur Herstellung einer 1/100-Verdiinnung (in
0,01 M PB) verwenden. Die restliche Probenlésung (49 ul) kann nach Zugabe von 1 Volumen 96 %igem Ethanol
bei — 20 °C gelagert werden. Fiir den Fall, dass der FISH-Test wiederholt werden muss, das Ethanol abzentrifugieren
und dasselbe Volumen von 0,01 M PB zugeben (durch Vortexen vermischen).

Abb. 7.1. Layout des FISH-Objekttragers

Probe 1 Blank Blank Blank Probe 2

Feld 1 Feld 2 Feld 3 Feld 4 Feld 5

Probe 1 Blank Blank Blank Probe 2

Feld 6 Feld 7 Feld 8 Feld 9 Feld 10
Deckglas 1 Deckglas 2
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.4.

7.2.5.

7.2.6.

7.2.7.

7.2.8.

7.2.9.

7.3.

7.3.3.

. Objekttrager an der Luft (oder bei 37 °C auf einer Warmebank) trocknen lassen und anschliefSend durch Abflammen

fixieren.

In dieser Phase des Verfahrens kann die Hybridisierung unterbrochen und am nichsten Tag fortgesetzt werden.
Objekttriger sollten staubfrei und trocken bei Raumtemperatur gelagert werden.

Hybridisierung

Die Zellen in aufsteigender Ethanolreihe von 50 %, 80 % und 96 % fiir jeweils 1 Minute dehydratisieren. Objekttra-
ger in einem Objekttragerhalter lufttrocknen lassen.

Durch Auslegen des Bodens einer luftdichten Box mit Zellstoff- oder Filterpapier, das in 1x Hybmix (Anlage 7)
eingeweicht wurde, eine feuchte Inkubationskammer vorbereiten. Die Box im Hybridisierungsofen bei 45 °C fiir
mindestens 10 Minuten vorinkubieren.

Die ersten und letzten vier Felder ohne Lufteinschluss mit Deckglisern (24 x 24 mm) abdecken. Objekttriger in
die vorgewdrmte feuchte Kammer geben und fiir 5 Stunden im Ofen bei 45 °C im Dunkeln hybridisieren.

Drei Becher vorbereiten mit 1 1 Reinstwasser (UPW), 11 1x Hybmix (334 ml 3x Hybmix und 666 ml UPW) und 11
1/8x Hybmix (42 ml 3x Hybmix und 958 ml UPW) und jeweils im Wasserbad bei 45 °C vorinkubieren.

Deckgldser abnehmen und Objekttrager in einen Objekttragerhalter stellen.

Auswaschen der iiberschiissigen Sonde durch 15-miniitiges Inkubieren bei 45 °C im Becher mit 1x Hybmix.

Objekttragerhalter in 1/8 Hybmix-Waschlosung stellen und fiir weitere 15 Minuten inkubieren.

Objekttriger kurz in den Becher mit UPW tauchen und auf Filterpapier setzen. Uberschiissige Feuchtigkeit durch
leichtes Abdecken der Oberfliche mit Filterpapier aufsaugen. 5-10 pl Antifading-Deckfliissigkeit (z. B. Vectashield,
Vecta Laboratories, CA, USA 0.A.) auf jedes Feld geben und den gesamten Objekttriger mit einem groflen Deck-
glas (24 x 60 mm) abdecken.

FISH-Test-Befund

. Den Objekttrager unverziiglich unter einem Epifluoreszenz-Mikroskop bei 630- oder 1 000-facher VergréRerung

unter Olimmersion untersuchen. Mit einem fiir die FITC-Markierung (Fluorescein-Isothiocyanat) geeigneten Filter
werden eubakterielle Zellen (einschlielich der meisten Gram-negativen Zellen) in der Probe leuchtend griin
angefdrbt. Mit einem Filter fur Tetramethylrhodamin-5-Isothiocyanat leuchten Cy3-angefirbte Zellen von R. sola-
nacearum fluoreszierend rot. Die Zellmorphologie mit der der Positivkontrollen vergleichen. Die Zellen miissen stark
fluoreszieren und vollstindig gefarbt sein. Der FISH-Test (Abschnitt VI.A.7) ist bei abweichender Farbung zum Nor-
malzustand zu wiederholen. Jedes Sichtfeld in zwei rechtwinklig zueinander stehenden Durchmessern sowie ent-
lang des Feldrandes mikroskopisch untersuchen. Bei Proben, die keine oder nur wenige Zellen zeigen, mindestens
40 Mikroskopfelder untersuchen.

. Auf stark fluoreszierende Zellen mit charakteristischer Morphologie von R. solanacearum in den Testfeldern auf den

Testobjekttragern untersuchen (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Die Intensi-
tdt der Fluoreszenz muss der des positiven Kontrollstammes entsprechen oder stirker sein. Unvollstindig gefirbte
oder schwach fluoreszierende Zellen sind nicht zu beriicksichtigen.

Bei jeglichem Verdacht auf eine Kontamination ist der Test zu wiederholen. Dies kann der Fall sein, wenn alle
Objekttrager in einer Charge wegen Pufferkontamination positive Zellen zeigen oder wenn positive Zellen auf der
Objekttragerbeschichtung (auflerhalb der Felder) gefunden werden.
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Der FISH-Test hat in Bezug auf die Spezifitit verschiedene Probleme. Es ist damit zu rechnen, dass in Pellets aus
Kartoffelnabelenden und Stingelstiicken Hintergrundpopulationen fluoreszierender Zellen mit atypischer Morpho-
logie und kreuzreagierende saprophytische Bakterien mit R.-solanacearum-ahnlicher Gréfe und Morphologie auftre-
ten, wenn auch weniger haufig als beim IF-Test.

Es sind nur fluoreszierende Zellen typischer Grofle und Morphologie zu beriicksichtigen.
Auswertung des FISH-Test-Befundes:

i)  Galtig sind FISH-Test-Ergebnisse, wenn mit Hilfe des FITC-Filters griin fluoreszierende Zellen mit
R.-solanacearum-typischer Grofe und Morphologie und mit Hilfe des Rhodaminfilters rot fluoreszierende Zel-
len in allen Positivkontrollen, jedoch in keiner einzigen Negativkontrolle festgestellt werden. Werden hell-
fluoreszierende Zellen einer R.-solanacearum-typischen Morphologie beobachtet, fiir jedes mikroskopische Feld
die durchschnittliche Anzahl typischer Zellen schitzen und die Zahl der typischen Zellen je ml resuspendier-
tes Pellet (Anlage 4) berechnen. Proben mit mindestens 5 x 10° typischen Zellen je ml resuspendiertes Pellet
gelten als potenziell kontaminiert, und weitere Tests sind erforderlich. Proben mit weniger als 5 x 10° typi-
schen Zellen je ml resuspendiertes Pellet gelten als negativ.

ii)  Der FISH-Test ist negativ, wenn mit dem Rhodaminfilter keine rot fluoreszierenden Zellen mit R.-solanacearum-
typischer Grofe und Morphologie festgestellt werden, vorausgesetzt allerdings, dass sich in den Positiv-
kontrollen bei Verwendung des Rhodaminfilters typische rot fluoreszierende Zellen nachweisen lassen.

ELISA-Tests
Grundsatz

Aufgrund seiner relativ geringen Sensitivitdt kann der ELISA-Test nur als fakultativer Test in Ergdnzung zum IF-,
PCR- oder FISH-Test durchgefithrt werden. Soll DAS-ELISA verwendet werden, so sind Anreicherung und die
Verwendung von monoklonalen Antikorpern obligatorisch (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/
sanco/Home/main). Um die Sensitivitdt des Tests zu erhohen, kann es sinnvoll sein, die Proben vor der Durchfiih-
rung des ELISA-Tests anzureichern, aber das kann aufgrund anderer konkurrierender Organismen in der Probe
scheitern.

Hinweis: ~ Validierte Herkiinfte von Antikérpern gegen R. solanacearum verwenden (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/
irc/sanco/Home main). Der Titer ist fiir jede neue Antikorpercharge zu bestimmen. Der Titer wird definiert als die
hochste Verdiinnung, bei der eine optimale Reaktion eintritt, wenn eine Suspension aus 10° bis 10° Zellen je ml des
homologen Stammes von R. solanacearum mit einem geeigneten sekundiren Antikorper-Konjugat nach Herstellervor-
gaben getestet wird. Fiir den Test sollten die Antikérper in Arbeitsverdiinnungen auf oder sehr nah am Titerwert der
handelsiiblichen Formulierung verwendet werden.

Den Titer der Antikorper auf einer Suspension aus 10° bis 10° Zellen je ml des homologen R.-solanacearum-Stamms
bestimmen.

Probenextrakt, der zuvor mit negativem Ergebnis auf R. solanacearum getestet wurde, und die Suspension eines nicht
kreuzreagierenden Bakteriums in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) als Negativkontrollen einbeziehen.

Als Positivkontrolle Aliquots eines Probenextrakts mit vorhergehendem negativen Testergebnis, mit 10° bis 10* Zellen
je ml von R. solanacearum Biovar 2 (z. B. Stamm NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857, siche Anlage 2 Abschnitte A
und B) gemischt, verwenden. Zum Vergleich der Ergebnisse auf jeder Platte eine Standardsuspension von 10° bis 10°
Zellen je ml von R. solanacearum in PBS verwenden. Darauf achten, dass die Positivkontrollen auf der Mikrotiterplatte
von den Testproben deutlich getrennt aufgetragen sind.

Die fiir diesen Test zur Verfiigung stehenden standardisierten Positiv- und Negativ-Kontrollmaterialien sind in Anlage 3
Abschnitt A aufgefiihrt.

Das Kontrollmaterial nach demselben Verfahren testen wie die Probe(n).
Zwei ELISA-Protokolle wurden validiert:
a) Indirekter ELISA (Robinson Smith et al., 1995)

1)  100-200 pl Aliquots des Probenextrakts verwenden (durch Erhitzen fiir 4 Minuten bei 100 °C im Wasser-
bad oder im Thermoblock lassen sich unspezifische Ergebnisse in einigen Fillen reduzieren).

2)  Gleiches Volumen doppelt konzentrierten Beschichtungspuffer (Anlage 4) zugeben und vortexen.

3) In mindestens zwei Vertiefungen der Mikrotiterplatte (z. B. Nunc-Polysorp oder gleichwertige Platte) Ali-
quots von jeweils 100 pl geben und eine Stunde bei 37 °C oder iiber Nacht bei 4 °C inkubieren.
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10)

Extrakte aus den Vertiefungen vollstindig entfernen. Vertiefungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4)
waschen; die letzte Waschlosung sollte dabei mindestens 5 Minuten in den Vertiefungen bleiben.

Die geeignete Verdiinnung von R.-solanacearum-Antikérpern in Blockierungs-Puffer (Anlage 4) herstellen.
Fiir validierte handelsiibliche Antikorper die empfohlenen Verdiinnungen (in der Regel doppelte Konzen-
tration des Titers) verwenden.

100 pl in jede Vertiefung geben und eine Stunde bei 37 °C inkubieren.

Antikorperlosung aus den Vertiefungen vollstindig entfernen und Vertiefungen wie zuvor beschrieben
(Nummer 4) waschen.

Die geeignete Verdiinnung des sekundiren Antikorper-Alkalische-Phosphatase-Konjugats in Blockierungs-
Puffer herstellen. 100 pl in jede Vertiefung geben und eine Stunde bei 37 °C inkubieren.

Antikorperkonjugat aus den Vertiefungen vollstindig entfernen und Vertiefungen wie zuvor beschrieben
(Nummer 4) waschen.

100 pl Alkalische-Phosphatasesubstratlosung (Anlage 4) in jede Vertiefung geben. Im Dunkeln bei Raum-
temperatur inkubieren und in regelmafiigen Abstinden innerhalb von 90 Minuten Extinktion bei 405 nm
messen.

b) DASI ELISA

1)

Die geeignete Verdiinnung von polyklonalen Anti-R.-solanacearum-Immunoglobulinen in Beschichtungs-
puffer pH 9,6 (Anlage 4) herstellen. 200 pl in jede Vertiefung geben. 4 bis 5 Stunden bei 37 °C oder
16 Stunden bei 4 °C inkubieren.

Vertiefungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4) waschen.

In mindestens zwei Vertiefungen 190 ul des Probenextrakts geben. In zwei Vertiefungen jeder Platte aufler-
dem Positiv- und Negativkontrollen geben. 16 Stunden bei 4 °C inkubieren.

Vertiefungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4) waschen.

Eine geeignete Verdiinnung von R.-solanacearum-spezifischen monoklonalen Antikorpern in PBS (Anlage 4)
herstellen, die auferdem 0,5 %iges bovines Serumalbumin (BSA) enthilt, und 190 pl in jede Vertiefung
geben. 2 Stunden bei 37 °C inkubieren.

Vertiefungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4) waschen.

Eine geeignete Verdiinnung von Anti-Maus-Immunoglobulinen konjugiert mit alkalischer Phosphatase in
PBS herstellen. 190 pl in jede Vertiefung geben. 2 Stunden bei 37 °C inkubieren.

Vertiefungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4) waschen.

Eine Alkalische-Phosphatase-Substratlosung mit 1 mg p-Nitrophenyl-Phosphat je ml Substratpuffer
(Anlage 4) herstellen. 200 pl in jede Vertiefung geben. Im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren und in
regelmifigen Abstianden innerhalb von 90 Minuten Extinktion bei 405 nm messen.

Auswertung der ELISA-Testergebnisse

Der ELISA-Test ist negativ, wenn die durchschnittliche optische Dichte (OD) der Vertiefungen der Duplikatprobe
< 2x OD der Vertiefung mit dem negativen Probenextrakt betrdgt, sofern die OD fiir die Positivkontrollen alle tiber
1,0 (nach 90-miniitigem Inkubieren mit dem Substrat) betragen und gréfer als das Doppelte der OD der negativen
Probenextrakte sind.

Der ELISA-Test ist positiv, wenn die durchschnittliche optische Dichte (OD) der Vertiefungen der Duplikatprobe
> 2x OD der Vertiefung mit dem negativen Probenextrakt betragt, sofern die abgelesene OD bei allen Vertiefungen
mit Negativkontrollen < 2x der Vertiefungen mit den Positivkontrollen betragt.
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Negative ELISA-Ableseergebnisse der Vertiefungen mit den Positivkontrollen weisen darauf hin, dass der Test nicht
korrekt durchgefithrt wurde oder dass eine Hemmung stattgefunden hat. Positive ELISA-Ableseergebnisse bei
Negativkontrollen deuten auf eine Kreuzkontamination oder nichtspezifische Bindung der Antikorper hin.

Biotest

Hinweis: Vorausgehende Tests mit diesem Verfahren miissen garantieren, mindestens 10* bis 10* koloniebildende Einheiten von
R. solanacearum je ml, die Probenextrakten mit zuvor negativem Testergebnis zugefiigt wurden, reproduzierbar nachzu-
weisen (fiir die Vorbereitung siche Anlage 3).

Optimale Nachweisempfindlichkeit ist unter optimalen Wachstumsbedingungen und bei Verwendung von frisch
hergestelltem Probenextrakt gegeben. Die Methode ist jedoch auch fiir Extrakte geeignet, die bei — 68 bis — 86 °C
unter Glyzerinzugabe gelagert wurden.

Protokoll nach Janse (1988):

Fiir jede Probe sind 10 Testpflanzen anfilliger Tomatensorten (z. B. Moneymaker oder Sorten mit gleichwertiger
Anfilligkeit, die durch das Testlabor bestimmt wurde) im Blattstadium 3 zu verwenden. Fiir Einzelheiten zur Kul-
tivierung siche Anlage 8. Als Alternative konnen Auberginen (z. B. Sorte Black Beauty oder Sorten mit gleichwer-
tiger Anfilligkeit) verwendet werden. Nur Pflanzen im Blattstadium 2-3, d. h. bis zur vollen Ausbildung des dritten
Blattes, verwenden. Es hat sich gezeigt, dass die Symptome bei Auberginen weniger ausgepragt sind und sich lang-
samer entwickeln, so dass empfohlen wird, moglichst Tomatenjungpflanzen zu verwenden.

100 pl des Probenextrakts auf die Testpflanzen verteilen.

Spritzeninokulation

Die Pflanzenstingel mit einer Spritze, die mit einer hypodermischen Nadel (nicht weniger als 23G) verschen ist,
direkt tiber den Keimblattern beimpfen. Die Probe auf die Testpflanzen verteilen.

Schlitzinokulation

Die Pflanze zwischen zwei Fingern halten, einen Tropfen (etwa 5 bis 10 pl) des suspendierten Pellets zwischen den
Keimblittern und dem ersten Blatt auf den Stingel pipettieren.

Mit einem sterilen Skalpell den Stingel vom Pellettropfen aus diagonal ca. 1,0 cm lang und etwa zwei Drittel der
Stangeldicke tief einritzen.

Den Schnitt mit steriler Vaseline (Spritze) verschlieRen.

Nach derselben Inokulationsmethode jeweils fiinf Simlinge mit einer wissrigen Suspension von 10° bis 10° Zellen
je ml aus einer 48-Stunden-Kultur eines virulenten Biovar-2-Stamms von R. solanacearum als Positivkontrolle und
mit Pelletpuffer (Anlage 4) als Negativkontrolle beimpfen. Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen sind die
positiven und negativen Kontrollpflanzen von den anderen Pflanzen zu trennen.

Die Testpflanzen in Quarantineeinrichtungen bis zu vier Wochen bei 25-30 °C und hoher relativer Luftfeuchtig-
keit weiter wachsen lassen und regelmifig wissern, um Staunisse oder Welken durch Wassermangel zu verhin-
dern. Um Kontaminationen zu vermeiden, positive und negative Kontrollpflanzen auf getrennten Arbeitstischen in
einem Gewdchshaus oder einer Wachstumskammer inkubieren oder, bei Platzmangel, sicherstellen, dass die Behand-
lungen streng getrennt erfolgen. Miissen verschiedene Proben eng nebeneinander inkubiert werden, so sind sie
durch geeignete Schutzwinde zu trennen. Beim Diingen, Wissern, Untersuchen oder anderen Behandlungen sind
alle erforderlichen Vorkehrungen zu treffen, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Gewidchshduser und
Wachstumskammern miissen unbedingt frei von Insekten jeder Art gehalten werden, da diese das Bakterium von
Probe zu Probe iibertragen konnen.

Auf Anzeichen von Welke, Epinastie, Chlorosen und/oder Wachstumsstorungen achten.
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Von infizierten Pflanzen isolieren (Abschnitt II.3) und gereinigte Kulturen von R.-solanacearum-verdachtigen Isola-
ten identifizieren (Abschnitt VL.B.).

Werden nach drei Wochen keine Symptome festgestellt, den IF-/PCR-| Isolierungstest an einer Mischprobe von
1 cm langen Stangelstiicken jeder Testpflanze, die tiber der Inokulationsstelle herausgeschnitten werden, durchfiih-
ren. Bei positivem Testergebnis den Verdiinnungsausstrichtest (Abschnitt 4.1) durchfithren.

Reinkulturen von R.-solanacearum-verdichtigen Isolaten identifizieren (Abschnitt VI. B).
Auswertung des Biotest-Ergebnisses

Giiltig sind Biotestergebnisse, wenn Pflanzen der Positivkontrolle typische Symptome zeigen, das Bakterium von
diesen Pflanzen reisoliert werden kann und bei den Negativkontrollen keine Symptome festgestellt werden.

Das Testergebnis ist negativ, wenn die Testpflanzen nicht mit R. solanacearum infiziert sind und sofern R. solanace-
arum in Positivkontrollen nachgewiesen wird.

Das Testergebnis ist positiv, wenn die Testpflanzen mit R. solanacearum infiziert sind.

IDENTIFIZIERUNGSTESTS

Reinkulturen von R.-solanacearum-verdichtigen Isolaten mit mindestens zwei der folgenden Testmethoden identifi-
zieren, die auf unterschiedlichen biologischen Grundsitzen beruhen.

Fiir jeden durchgefithrten Test ggf. bekannte Referenzstimme einbezichen (siehe Anlage 3).

Nihr- und enzymatische Tests zur Identifizierung

Die folgenden phinotypischen Eigenschaften, die bei R. solanacearum entweder allgemein vorhanden oder nicht
vorhanden sind, nach den Methoden von Lelliott and Stead (1987), Klement et al. (1990) und Schaad (2001)
bestimmen.

Test Erwartetes Ergebnis

Produktion fluoreszierender Pigmente -

Poly-p-hydroxybutyrat-Einschliisse +
Oxidations-[/Fermentationstest (O[F) O+[F-
Katalaseaktivitat +
Kovac’s Oxidase-Test +
Nitratreduktion +
Citratverwertung +

Wachstum bei 40 °C -
Wachstum in 1 % NaCl +
Wachstum in 2 % NaCl -
Arginin-Dihydrolase-Aktivitit -
Gelatineverfliissigung -
Stirkehydrolyse -
Aesculinhydrolyse -

Levanproduktion -
IF-Test

Eine Suspension von annihernd 10° Zellen je ml in IF-Puffer herstellen (Anlage 4).

Eine 2-fache Verdiinnungsreihe eines geeigneten Antikorpers herstellen (siche Website http://forum.curopa.eu.int/
Public/irc/sanco/Home/main).

IF-Verfahren anwenden (Abschnitt VL.A.5).

Der I[F-Test ist positiv, wenn der IF-Titer der Kultur dem der Positivkontrolle entspricht.



27.7.2006

Amtsblatt der Européischen Union

L 206/73

3.1.

3.2

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

6.2.

6.3.

7.1.

ELISA-Test

Hinweis: Neben dieser Methode keinen weiteren serologischen Test anwenden, wenn nur zwei Identifizierungstests durchgefiihrt
werden.

Eine Suspension von ca. 10® Zellen je ml in 1x PBS (Anlage 4) herstellen.
Ein geeignetes ELISA-Verfahren mit einem spezifischen monoklonalen Antikorper gegen R. solanacearum anwenden.

Der ELISA-Test ist positiv, wenn der ELISA-Wert der Kultur mindestens der Hilfte des Wertes der Positivkontrolle
entspricht.

PCR-Tests
Eine Suspension von annihernd 10° Zellen je ml in Reinstwasser (UPW) vorbereiten.

100 pl der Zellsuspension in geschlossenen Réhrchen in einem Thermoblock oder Siedewasserbad bei 100 °C fiir
4 Minuten erhitzen. Die Proben konnen anschlieend bis zu ihrer Verwendung bei — 16 bis — 24 °C gelagert werden.

Geeignete PCR-Verfahren anwenden, um R.-solanacearum-spezifische Fragmente zu amplifizieren (z. B. Seal et al.
(1993); Pastrik and Maiss (2000); Pastrik et al. (2002); Boudazin et al. (1999); Opina et al. (1997), Weller et al.
(1999)).

R. solanacearum gilt als positiv identifiziert, wenn die PCR-Produkte dieselbe Grofe und dieselben
Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismen aufweisen wie der positive Kontrollstamm.

FISH-Test
Eine Suspension von annihernd 10° Zellen je ml in UPW herstellen.

FISH-Verfahren (Abschnitt VI.A.7) mit mindestens zwei R.-solanacearum-spezifischen Oligo-Sonden (Anlage 7)
anwenden.

Der FISH-Test ist positiv, wenn die Kultur ebenso reagiert wie die Positivkontrolle.

Bestimmung des Fettsiureprofils (FAP)
Die Kultur auf Trypticase-Soja-Agar (Oxoid) fur 48 Stunden bei 28 °C anziichten.
Ein geeignetes FAP-Verfahren anwenden (Janse, 1991; Stead, 1992).

Ein FAP-Test ist positiv, wenn das Profil der verdichtigen Kultur mit dem der Positivkontrolle identisch ist. Das
Vorliegen charakteristischer Fettsuren (14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H und 18:1 20H) und das Fehlen von
16:0 30H deuten mit hoher Sicherheit auf Ralstonia sp. hin.

Stammcharakterisierungsmethoden

Fiir jeden neuen Fall, in dem R. solanacearum isoliert wurde, wird eine Stammcharakterisierung unter Anwendung
einer der folgenden Methoden empfohlen.

Fiir jeden durchgefithrten Test ggf. bekannte Referenzstimme einbezichen (siche Anlage 3).
Biovarbestimmung

R. solanacearum wird nach der Fihigkeit, drei Disaccharide und drei Zuckeralkohole zu verwerten und/oder zu oxi-
dieren, in Biovare unterteilt (Hayward, 1964, und Hayward et al., 1990). Ndhrmedien fiir den Biovartest sind in
Anlage 2 beschrieben. Der Test kann zuverldssig durch Stichbeimpfung der Medien mit Reinkulturen von
R.-solanacearum-Isolaten und Inkubieren bei 28 °C durchgefiihrt werden. Werden die Nahrmedien auf sterile 96er-
Zellkulturplatten (200 pl pro Vertiefung) verteilt, so wird nach 72 Stunden ein Farbumschlag von olivgriin nach
gelb sichtbar, was ein positives Testergebnis anzeigt.
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Biovar

1 2 3 4 5
Verwertung von:
Maltose - + + - +
Laktose - + + - +
D(+)-Cellobiose - + + - +
Mannitol - - + + +
Sorbitol - - + + -
Dulcitol - - + + -
Durch zusitzliche Tests kann Biovar 2 in Subphinotypen unterteilt werden:

Biovar 2A Biovar 2A Biovar 2T

(weltweit verbreitet) (in Chile und Kolumbien) (in tropischen Gebieten)

Verwertung von Trehalose - + +
Verwertung von Meso-Inositol + - +
Verwertung von D-Ribose - - +
Pektolytische Aktivitit (?) gering gering hoch

(1) Siehe Lelliott and Stead (1987).

Genetischer Fingerabdruck

Die molekulare Unterscheidung von Stimmen des R.-solanacearum-Komplexes kann durch verschiedene Techniken

erfolgen, einschlieflich

Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RELP) (Cook et al., 1989).

Repetitive Sequenz PCR mit REP-, BOX- und ERIC-Primern (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995).

AFLP-Analyse (Amplifizierter Fragmentlingenpolymorphismus) (Van der Wolf et al., 1998).

PCR-Methoden

Spezifische PCR-Primer (Pastrik et al., 2003; siehe Anlage 6) konnen verwendet werden zur Unterscheidung der
Stimme der Gruppe 1 (Biovar 3, 4 und 5) und der Gruppe 2 (Biovar 1, 2A und 2T) von R. solanacearum, wie
urspriinglich durch RFLP-Analyse (Cook et al., 1989) und 16S-rDNA-Sequenzierung (Taghavi et al., 1996) festgelegt.

BESTATIGUNGSTEST

Der Pathogenititstest dient der endgiiltigen Bestitigung der Diagnose von R. solanacearum und der Bewertung der

Virulenz von als R. solanacearum identifizierten Kulturen.

1)  Aus 24-48 Stunden alten zu testenden Kulturen und einem geeigneten positiven Kontrollstamm von R. sola-
nacearum (z. B. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; siche Anlage 3) ein Inokulum mit einer Zelldichte von

etwa 10° Zellen/ml herstellen.

2)  5-10 anfillige Tomaten- bzw. Auberginensimlinge im Blattstadium 3 beimpfen (siche Abschnitt VI.A.9).
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Die Pflanzen bis zu zwei Wochen bei 25-28 °C inkubieren. Dabei fiir hohe relative Luftfeuchtigkeit sorgen
und regelmafig wassern, um Staundsse bzw. Trockenheitsstress zu verhindern. Bei Reinkulturen setzt die typi-
sche Welke innerhalb von zwei Wochen ein. Treten nach diesem Zeitraum keine Symptome auf, so kann die
Kultur nicht als eine pathogene Form von R. solanacearum bestitigt werden.

Auf Anzeichen von Welke und/oder Epinastie, Chlorose und Wachstumsstorungen achten.

Von Pflanzen mit Symptomen wie folgt isolieren: Ein Stingelstiick 2 cm oberhalb der Inokulationsstelle her-
ausschneiden, zerkleinern und in wenig sterilem destilliertem Wasser oder 50 mM Phosphatpuffer (Anlage 4)
suspendieren. Aus der Suspension durch Verdiinnungsausstrich oder Ausstrich auf ein geeignetes Medium,
vorzugsweise ein selektives Medium (Anlage 2), isolieren, 48-72 Stunden bei 28 °C inkubieren und auf Bil-
dung typischer R.-solanacearum-Kolonien achten.
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Anlage 1

An der Optimierung und Validierung von Protokollen beteiligte Laboratorien

Labor (1) Ort Land
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Wien und Linz Osterreich
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgien
Plantedirektoratet Lyngby Dinemark
Central Science Laboratory York England
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Schottland
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Frankreich
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Frankreich
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Deutschland
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Deutschland
State Laboratory Dublin Irland
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bologna Italien
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Italien
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Niederlande
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Niederlande
Direccdo-Geral de Proteccdo das Culturas Lissabon Portugal
Centro de Diagnéstico de Aldearrubia Salamanca Spanien
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Spanien
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Schweden

(") Kontaktperson: siche Website http://forum.europa.eu.int/Pub

lic/irc/sanco/Home/main.
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a)

Anlage 2

Medien zur Isolierung und Kultivierung von R. solanacearum

Universalnihrmedien

Nahragar (NA)

Nahragar (Difco) 230¢g
Destilliertes Wasser 1,01

Substanzen auflosen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.

Hefe-Pepton-Glucose-Agar (YPGA)

Hefeextrakt (Difco) 50¢g
Bacto-Pepton (Difco) 50¢g
D(+)-Glucose (Monohydrat) 10,0 g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Destilliertes Wasser 1,01

Substanzen auflosen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.

Saccharose-Pepton-Agar (SPA)

Saccharose 20,0 g
Bacto-Pepton (Difco) 50¢g
K,HPO, 05g
MgSO,.7H,0 025g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Destilliertes Wasser 1,01

pH 7,2-7,4

Substanzen auflosen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.

Kelmans Tetrazolium-Medium

Casaminosiuren (Difco) 10g
Bacto-Pepton (Difco) 10,0 g
Dextrose 50¢g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Destilliertes Wasser 1,01

Substanzen auflosen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.

Auf 50 °C abkithlen und filtersterilisierte Losung von 2,3,5-Triphenyl-Tetrazoliumchlorid (Sigma) bis zu einer End-
konzentration von 50 mg/l zugeben.

Validierte Selektivnihrmedien

SMSA-Medium (Englebrecht, 1994, modifiziert von Elphinstone et al., 1996)

Basismedium

Casaminosduren (Difco) 10g
Bacto-Pepton (Difco) 10,0 g
Glyzerin 5,0 ml
Bacto-Agar (Difco) (siche Hinweis 2) 15,0¢g
Destilliertes Wasser 1,01
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Substanzen auflosen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.

Auf 50 °C abkithlen und fiir die angegebenen Endkonzentrationen filtersterilisierte wassrige Losungen der folgenden
Inhaltsstoffe zugeben:

Kristallviolet (Sigma) 5 mg|l
Polymixin-B-Sulfat (Sigma P-1004) 600 000 U (ca. 100 mg)/1
Bacitracin (Sigma B-0125) 1250 U (ca. 25 mg)/l
Chloramphenicol (Sigma C-3175) 5 mg/l

Penicillin-G (Sigma P-3032) 825 U (ca. 0,5 mg)[l
2,3,5-Triphenyl-Tetrazoliumchlorid (Sigma) 50 mg|l

Hinweis:

1. Andere als die oben aufgefiihrten Reagenzien kénnen das Wachstum von R. solanacearum beeintrichtigen.

2. An Stelle von Bacto-Agar (Difco) kann Agar No 1 (Oxoid) verwendet werden. In diesem Fall wichst R. solanacearum langsamer,
allerdings kann auch das Wachstum konkurrierender Saprophyten verlangsamt sein. Es kann 1-2 Tage linger dauern, bis
R.-solanacearum-typische-Kolonien sichtbar werden, und die Rotfirbung kann heller und diffuser ausfallen als auf Bacto-Agar.

3. Durch Erhohung der Bacitracin-Konzentration auf 2 500 U je Liter konnen die Populationen konkurrierender Bakterien verrin-
gert werden, ohne dass das Wachstum von R. solanacearum beeintrichtigt wird.

Nahrmedien und Antibiotika-Stammlosungen im Dunkeln bei 4 °C lagern und innerhalb eines Monats aufbrauchen.

Vor Gebrauch sollten die Platten frei von Oberflichenkondensation sein.

Ubermifiges Trocknen der Platten vermeiden.

Nach der Vorbereitung jeder neuen Mediumcharge sollte eine Qualititskontrolle vorgenommen werden. Zu diesem
Zweck einen Ausstrich der Suspension einer Referenzkultur von R. solanacearum (siche Anlage 3) vornehmen und nach
2-5 Tagen Inkubation bei 28 °C auf typische Kolonien untersuchen.

Validierte Anreicherungsmedien
SMSA-Bouillon (Elphinstone et al., 1996)
Zubereitung wie fiir SMSA-Selektivagarmedium, jedoch ohne Bacto-Agar und 2,3,5-Tetrazoliumchlorid.

Wilbrink-Bouillon, modifiziert (Caruso et al., 2002)

Saccharose 10¢g
Proteose-Pepton 5¢
K,HPO, 05g
MgSO, 025¢
NaNoO, 025¢
Destilliertes Wasser 11

Durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren und auf 50 °C abkiihlen.

Wie fiir SMSA-Bouillon Antibiotika-Stammlésung hinzufiigen.
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Anlage 3

A. Handelsiibliches standardisiertes Kontrollmaterial

a) Bakterienisolate

Es wird empfohlen, folgende Bakterienisolate als Standardreferenzmaterial entweder fiir Positivkontrollen (Tabelle 1)
oder bei der Optimierung der Tests zur Vermeidung von Kreuzreaktionen (Tabelle 2) zu verwenden. Im Handel
sind alle Stimme aus folgenden Sammlungen erhiltlich:

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

Konigreich,

2. Kulturensammlung des ,Plantenziektenkundige Dienst‘ (PD), Wageningen, Niederlande,

3. Collection francaise de bactéries phytopathogénes (CFBP), INRA — Station Phytobactériologie, Angers,

Frankreich.
Tabelle 1. SMT-Referenzliste von R.-solanacearum-Isolaten
NCPPB-Code SIXT Sonstige Codes Herkunftsland Biovar
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Agypten 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Tiirkei 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 England 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Zypern 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Schweden 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgien 2
NCPPB 4156 () 71() | PD 2762, CFBP 3857 Niederlande 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Frankreich 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80, NCPPB 4066 Portugal 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Spanien 2
NCPPB 4161 76 B3B Deutschland 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 USA 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Costa Rica 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Kolumbien 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brasilien 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Peru 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131a Australien 3
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Philippinen 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 China 5

() Als Standard Referenzstamm fiir R. solanacearum Biovar 2 (Rasse 3) verwenden.

Hinweis: Die Authentizitdt der oben aufgefithrten Stimme ist nur gewihrleistet, wenn sie aus einer authentischen Kulturen-

sammlung stammen.
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Tabelle 2. SMT-Referenzliste von serologisch oder genetisch verwandten Bakterien zur Verwendung bei der
Optimierung von Nachweistests

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

(") Bei serologischen Tests (IF- und/oder ELISA-Test) mit polyklonalen Antiseren potenziell kreuzreagierender Stamm.

(?) Stamm, aus dem in einigen Laboratorien ein PCR-Produkt amplifiziert werden kann, das annihernd der GroRe entspricht, die
bei Verwendung der spezifischen Primer OLI-1 und Y-2 (siche Anlage 6) erwartet wird.

(%) Kreuzreaktion bei den meisten Tests wahrscheinlich, jedoch nur bei Bananen in Indonesien bekannt.

b) Handelsiibliches standardisiertes Kontrollmaterial
Das folgende standardisierte Kontrollmaterial ist aus der NCPPB-Kulturensammlung erhaltlich.
Gefriergetrocknetes Kartoffelextrakt-Pellet aus 200 gesunden Kartoffelknollen als Negativkontrolle fiir alle Tests.

Gefriergetrocknetes Kartoffelextrakt-Pellet aus 200 gesunden Kartoffelknollen mit 10® bis 10* und 10* bis
10° Zellen der Biovariante 2 von R. solanacearum (Stamm NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) als Positiv-
kontrollen fiir serologische und PCR-Tests. Da das Gefriertrocknen die Lebensfihigkeit der Zellen beeintrichtigt,
eignen sich diese nicht als Standardkontrollen fiir Isolierungstests oder Biotests.

Formalin-fixierte Suspensionen von R. solanacearum Biovar 2 (Stamm NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) mit
10° Zellen je ml als Positivkontrollen fiir serologische Tests.

Vorbereitung der Positiv- und Negativkontrollen fiir die Haupt-Screeningtests (PCR/IF und FISH)

Eine 48 Stunden alte Kultur eines virulenten Stammes von R. solanacearum Rasse 3[Biovar 2 (z. B. Stamm NCPPB 4156
= PD 2762 = CFBP 3857) auf SMSA-Basismedium anziichten und in 10 mM Phosphatpuffer suspendieren, um eine
Zelldichte von anndhernd 2 x 10 cfu je ml zu erhalten. Dieses Ergebnis wird in der Regel erzielt durch eine leicht
triibe Suspension mit einer optischen Dichte von 0,15 bei 600 nm.
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An den Nabelenden von 200 Knollen einer gelbschaligen Kartoffelsortenpartie, die nachweislich frei von R. solanacea-
rum ist, Stiickchen aus dem Gefifbiindelring herausschneiden.

Die Nabelenden wie gewohnlich verarbeiten und das Pellet in 10 ml resuspendieren.
10 sterile 1,5-ml-Mikror6hrchen mit 900 ul des resuspendierten Pellets herstellen.
100 pl der Suspension von R. solanacearum in das erste Rohrchen geben und vortexen.
In den nichsten fiinf Rohrchen weitere Dezimalverdiinnungen anlegen.

Die sechs kontaminierten Rohrchen als Positivkontrollen, die vier nicht kontaminierten Rohrchen als Negativkontrollen
verwenden. Die Rohrchen entsprechend beschriften.

100 pl Aliquots in sterilen 1,5-ml-Réhrchen anlegen, um von jeder Kontrollprobe 9 Parallelproben zu erhalten. Bis
zur weiteren Verwendung bei — 16 bis — 24 °C lagern.

Das Vorhandensein und die Quantifizierung von R. solanacearum in den Kontrollproben sollte zunichst durch den
[F-Test bestitigt werden.

Fiir den PCR-Test bei jeder Testprobenreihe eine DNA-Extraktion aus positiven und negativen Kontrollproben
vornehmen.

Fiir den IF- und FISH-Test bei jeder Testprobenreihe positive und negative Kontrollproben testen.

Beim IF-, FISH- und PCR-Test muss R. solanacearum zumindest in den Positivkontrollen mit 10® und 10* Zellen/ml,
darf jedoch in keiner der Negativkontrollen nachgewiesen werden.
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Anlage 4

Puffer fiir Testverfahren

ALLGEMEINE ANMERKUNG: Sterile Puffer konnen ungeéffnet bis zu einem Jahr lang gelagert werden.

1.1.

1.2

2.1.

Puffer fiir Extraktionsverfahren

Extraktionspuffer (50 mM Phosphatpuffer, pH 7,0)

Dieser Puffer wird fiir die Extraktion des Bakteriums aus Pflanzengewebe durch Homogenisierung oder Schiitteln
verwendet.

Na,HPO, (anhydrid) 426¢g
KH,PO, 272
Destilliertes Wasser 1,001

Substanzen losen, pH-Wert messen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.

Die folgenden zusitzlichen Komponenten kénnen zweckdienlich sein:

Zweck Menge (je Liter)
Lubrolflocken Verfliissigungsmittel (") 05¢g
DC-Silicon-Antischaum Schaumdampfungsmittel () 1,0 ml
Tetranatriumpyrophosphat Antioxidationsmittel 10¢g
Polyvinylpyrrolidon-40000 (PVP-40) Bindung von PCR-Inhibitoren 50¢g

() Fur die Extraktion durch Homogenisierung.

Pelletpuffer (10 mM Phosphatpuffer, pH 7,2)

Dieser Puffer wird fuir die Resuspendierung und Verdiinnung von Extrakten von Gewebestiickchen verwendet, die an
den Nabelenden von Kartoffelknollen herausgeschnitten wurden, nachdem sie durch Zentrifugieren zu Pellets kon-
zentriert worden waren.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 04g
Destilliertes Wasser 1,01

Substanzen auflosen, pH-Wert messen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.

Puffer fiir den IF-Test

[F-Puffer (10 mM phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS), pH 7,2)

Dieser Puffer wird fiir die Verdiinnung von Antikorpern verwendet.

Na,HPO,.12H,0 2,7g
NaH,PO,.2H,0 04¢g
NaCl 80¢g
Destilliertes Wasser 1,01

Substanzen auflosen, pH-Wert messen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.
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2.2.

2.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

[F-Puffer-Tween
Dieser Puffer wird zum Waschen von Objekttrigern verwendet.

0,1 % Tween 20 zum IF-Puffer geben.

Phosphatgepuffertes Glyzerin, pH 7,6

Dieser Puffer wird als Einbettungsmittel auf den Feldern der IF-Objekttrager zur Verbesserung der Fluoreszenz
verwendet.

Na,HPO,.12H,0 32¢
NaH,PO,.2H,0 015
Glyzerin 50 ml
Destilliertes Wasser 100 ml

Antifading-Eindeckungsmittel sind beispielsweise als Vectashield® (Vector Laboratories) oder Citifluor® (Leica) im
Handel erhaltlich.

Puffer fiir den indirekten ELISA-Test

2x Carbonat-Beschichtungs-Puffer, pH 9,6

Na,CO, 6,36g
NaHCO, 11,72 ¢
Destilliertes Wasser 1,001

Substanzen auflosen, pH-Wert messen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.

Um die Entwicklung von oxidierten aromatischen Verbindungen zu verhindern, kann Natriumsulfit (0,2 %) als Anti-
oxidationsmittel hinzugegeben werden.

10x phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS), pH 7,4

NaCl 80,0 g
KH,PO, 20g
Na,HPO,.12H,0 290g
KCl 20g
Destilliertes Wasser 1,01
PBS-Tween

10x PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Destilliertes Wasser 895 ml

(Antikorper)-Blockierungs-Puffer (muss frisch angesetzt werden)

10x PBS 10,0 ml
Polyvinylpyrrolidon-44000 20¢g
(PVP-44)

10 % Tween 20 0,5 ml
Milchpulver 05¢g

Destilliertes Wasser auf 100 ml auffiillen
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3.5.

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

Alkalische-Phosphatase-Substratlosung, pH 9,8

Diethanolamin 97 ml

Destilliertes Wasser 800 ml

Mischen und mit konzentrierter HCl auf pH 9,8 einstellen.
Mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auffiillen.
0,2 g MgCl, zugeben.

Je 15 ml Losung 2 Phosphatase-Substrattabletten (5 mg) (Sigma) auflosen.

Puffer fiir den DASI-ELISA-Test

Beschichtungspuffer, pH 9,6

Na,CO, 1,59 ¢
NaHCO, 293¢
Destilliertes Wasser 1000 ml

Substanzen auflosen und pH-Wert auf 9,6 einstellen.

10x phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) pH 7,2 - 7,4

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

10x PBS 50 ml

10 % Tween 20 5ml
Destilliertes Wasser 950 ml

Substratpuffer, pH 9,8

Diethanolamin 100 ml

Destilliertes Wasser 900 ml

Mischen und mit konzentrierter HCl auf pH 9,8 einstellen.
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Anlage 5

Ermittlung des Kontaminationsgrads im IF- und FISH-Test

1. Mittlere Anzahl typischer fluoreszierender Zellen je Sichtfeld (c) zdhlen.

2. Anzahl typischer fluoreszierender Zellen je Mikroskopfeld des Objekttrigers (C) berechnen.
C=cxS§[s

wobei S = Flache eines Feldes eines Multiwell-Objekttragers

und s = Fliche des Objektivfelds

s =mi’[4G’K> wobei i = Feldkoeffizient (variiert zwischen 8 und 24 je nach Okulartyp)
K = Tubuskoeffizient (1 oder 1,25)
G = Vergrofierung des Objektivs (100fach, 40fach usw.).

3. Anzahl typischer fluoreszierender Zellen je ml resuspendiertes Pellet (N) berechnen.

N=Cx1000fy xF

wobei y = Volumen des resuspendierten Pellets auf jedem Objektrigerfeld

und  F = Verdiinnungsfaktor des resuspendierten Pellets.
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Anlage 6

Validierte PCR-Protokolle und -Reagenzien

Hinweis: Vorausgehende Tests miissen den reproduzierbaren Nachweis von mindestens 10° bis 10* Zellen von R. solanacearum je ml Proben-

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

extrakt garantieren.

Vorausgehende Tests diirfen keine falsch-positiven Ergebnisse bei bestimmten ausgewihlten Bakterienstimmen zeigen (siche
Anlage 3).

PCR-Protokoll von Seal et al. (1993)

Oligonucleotid-Primer

Primer OLI-1 5'-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3'
Primer Y-2 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3'

Erwartete Fragmentlidnge des R.-solanacearum-spezifischen PCR-Produktes = 288 bp.

PCR-Reaktionsmischung

Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 17,65 l
10x PCR-Puffer (*) (15 mM MgCl,) 2,5ul 1x (1,5 mM MgCl,)
dNTP-Mix (20 mM) 0,25l 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 uM) 1,25 pl 1 uM
Primer Y-2 (20 pM) 1,25l 1pM
Taq-Polymerase (5U/ul) (1) 0,1ul 05U
Probenvolumen 2,0 ul

Gesamtvolumen 25 ul

(") Die Methode wurde validiert mit den Tag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.

PCR-Reaktionsbedingungen

Programmablauf:
1 Zyklus: ) 2 Minuten bei 96 °C (Denaturierung der Ziel-DNA)
35 Zyklen: ii) 20 Sekunden bei 94 °C (Denaturierung der Ziel-DNA)

iii) 20 Sekunden bei 68 °C (Primer-Anlagerung)

iv) 30 Sekunden bei 72 °C (Verlingerung der Kopie)
1 Zyklus: V) 10 Minuten bei 72 °C (Endverldngerung)

vi) auf 4 °C abkiihlen.

Hinweis:  Das Programm wurde fiir den Perkin-Elmer-9600-Thermocycler optimiert. Bei anderen Modellen (Gerdten) kann eine

Restriktionsenzymanalyse des Fragments

PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA amplifiziert werden, zeigen nach Inkubation bei 37 °C mit dem Enzym
Ava 1 einen erkennbaren Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus.
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2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

3.1.

PCR-Protokoll von Pastrik und Maiss (2000)

Oligonucleotid-Primer

Primer Ps-1 5'- agt cga acg gca gcg ggg g -3’
Primer Ps-2 5'- ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca -3’

Erwartete Fragmentlinge des R.-solanacearum-spezifischen PCR-Produktes = 553 bp.

PCR-Reaktionsmischung

Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 16,025 ul
10x PCR-Puffer (*) 2,5l 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (Fraktion V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
dNTP-Mix (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer Ps-1 (10 uM) 0,5l 0,2 uM
Primer Ps-2 (10 uM) 0,5l 0,2 uM
Taq-Polymerase (5 Uful) (') 0,1 ul 0,5U
Probenvolumen 5,0 ul

Gesamtvolumen 25,0 pl

() Die Methode wurde validiert mit den Tag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.
Hinweis:  Urspriinglich fiir den MJ-Research-PTC-200-Thermocycler mit Gibco Tag-Polymerase optimiert.
Perkin Elmer AmpliTaq und Puffer kénnen in denselben Konzentrationen verwendet werden.

PCR-Reaktionsbedingungen

Programmablauf:
1 Zyklus: i) 5 Minuten bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-DNA)
35 Zyklen: ii) 30 Sekunden bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-DNA)

iii) 30 Sekunden bei 68 °C (Primer-Anlagerung)

iv) 45 Sekunden bei 72 °C (Verlingerung der Kopie)
1 Zyklus: V) 5 Minuten bei 72 °C (Endverlingerung)

vi) auf 4 °C abkiihlen.

Hinweis: ~ Dieses Programm wurde fiir den MJ-Research-PTC-200-Thermocycler optimiert. Bei anderen Modellen (Geriten) kann eine
Anderung der Dauer der Zyklusschritte ii), iii) und iv) erforderlich sein.

Restriktionsenzymanalyse des Fragments
PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA amplifiziert werden, zeigen nach einer 30-miniitigen Inkubation bei

65 °C mit dem Enzym Taq [ einen erkennbaren Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus. Die Restriktions-
fragmente der R.-solanacearum-spezifischen Fragmente haben eine Grofe von 457 bp und 96 bp.

Multiplex-PCR-Protokoll mit interner PCR-Kontrolle (Pastrik et al., 2002)

Oligonucleotid-Primer

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

Erwartete Fragmentlinge des R.-solanacearum-spezifischen PCR-Produktes = 718 bp (RS-Primerset).

Erwartete Fragmentlinge der 18S-rRNA-internen PCR-Kontrolle = 310 bp (NS-Primerset).



L 206/88

Amtsblatt der Europdischen Union

27.7.2006

3.2. PCR-Reaktionsmischung

Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 12,625 pl
10x PCR-Puffer (*) (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (Fraktion V) (10 %) 0,25l 0,1%
dNTP-Mix (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer RS-1-F (10 uM) 2,0 ul 0,8 M
Primer RS-1-R (10 uM) 2,0 ul 0,8 pM
Primer NS-5-F (10 uM) (2) 0,15 pl 0,06 pM
Primer NS-6-R (10 pM) () 0,15l 0,06 uM
Taq-Polymerase (5 Uful) () 0,2 ul 1,0U
Probenvolumen 5,0 ul

Gesamtvolumen 25,0l

(") Die Methode wurde validiert mit den Tag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.

(?) Die Konzentrationen der Primer NS-5-F und NS-6-R wurden optimiert fiir die Extraktion von Gewebestiickchen von Kartoffeln-
abelenden durch Homogenisierung und DNA-Reinigung nach Pastrik (2000) (siche Abschnitt VI.A.6.1.a). Eine erneute Optimie-
rung der Reagenzkonzentrationen wird erforderlich, wenn die Extraktion durch Schiitteln oder nach anderen DNA-
Isolierungsmethoden erfolgt.

3.3. PCR-Reaktionsbedingungen
Programmablauf:
1 Zyklus: ) 5 Minuten bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-DNA)

3.4.

35 Zyklen: ii) 30 Sekunden bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-DNA)
iii) 30 Sekunden bei 58 °C (Primer-Anlagerung)
iv) 45 Sekunden bei 72 °C (Verlingerung der Kopie)

1 Zyklus: V)

vi) auf 4 °C abkiihlen.

5 Minuten bei 72 °C (Endverldngerung)

Hinweis:  Dieses Programm wurde fiir den MJ-Research-PTC-200-Thermocycler optimiert. Bei anderen Modellen (Geraten) kann eine

Anderung der Dauer der Zyklusschritte ii), iii) und iv) erforderlich sein.

Restriktionsenzym-Analyse des Fragments

PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA amplifiziert werden, zeigen nach einer 30-miniitigen Inkubation bei
65°C mit dem Enzym Bsm [ oder einem Isoschizomer (z. B. Mva 1269 1) einen erkennbaren
Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus.

4. R.-solanacearum-Biovar-spezifisches PCR-Protokoll (Pastrik et al., 2001)
4.1. Oligonucleotid-Primer

Primer Rs-1-F 5'- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA -3’

Primer Rs-1-R 5’- CCC AGT CAC GGC AGA GACT -3’

Primer Rs-3-R 5'- TTC ACG GCA AGA TCG CTC -3’

Erwartete Fragmentlidnge der R.-solanacearum-spezifischen PCR-Produkte:
mit Rs-1-F/Rs-1-R = 718 bp

mit Rs-1-F/Rs-3-R = 716 bp.
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4.2. PCR-Reaktionsmischung

a)  Biovar-1/2-spezifische PCR

Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 12,925 ul
10x PCR-Puffer (*) 2,5ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (Fraktion V) (10 %) 0,25 pul 0,1%
dNTP-Mix (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 pM) 2ul 0,8 uM
Primer Rs-1-R (10 uM) 2ul 0,8 pM
Taq-Polymerase (5U/ul) () 0,2l 1U
Probenvolumen 5,0 ul

Gesamtvolumen 25,0 pl

(") Die Methode wurde validiert mit den Tag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.

b)  Biovar-3/4/5-spezifische PCR

Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 14,925 pl
10x PCR-Puffer (*) 2,5l 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (Fraktion V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
dNTP-Mix (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 pM) 1yl 0,4 pM
Primer Rs-3-R (10 uM) 1yl 0,4 pM
Taq-Polymerase (5U/ul) (") 0,2 ul 1U
Probenvolumen 5,0 ul

Gesamtvolumen 25,0 pl

() Die Methode wurde validiert mit den Tag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.

4.3. PCR-Reaktionsbedingungen

Programmablauf fiir Biovar-1/2- und Biovar-3/4/5-spezifische Reaktionen:

1 Zyklus: i)
35 Zyklen: ii

5 Minuten bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-DNA)
30 Sekunden bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-DNA)

iii) 30 Sekunden bei 58 °C (Primer-Anlagerung)

iv) 45 Sekunden bei 72 °C (Verldngerung der Kopie)

1 Zyklus: V)

5 Minuten bei 72 °C (Endverlingerung)

vi) auf 4 °C abkiihlen.

Hinweis:  Dieses Programm wurde fiir den MJ-Research-PTC-200-Thermocycler optimiert. Bei anderen Modellen (Geraten) kann eine
Anderung der Dauer der Zyklusschritte ii), iii) und iv) erforderlich sein.

4.4. Restriktionsenzymanalyse des Fragments

PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA mit den Primern Rs-1-F und Rs-1-R amplifiziert werden, zeigen nach
einer 30-miniitigen Inkubation bei 65 °C mit dem Enzym Bsm I oder einem Isoschizomer (z. B. Mva 1269 1) einen
erkennbaren Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus. PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA mit den

Primern Rs-1-F und Rs-3-R amplifiziert werden, haben keine Restriktionsstellen.
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5.1.

5.2.

Vorbereitung des Beladungspuffers

Bromphenolblau (10 %ige Stammlosung)

Bromphenolblau 5¢
Destilliertes Wasser (bidest) 50 ml
Beladungspuffer

Glyzerin (86 %) 3,5 ml
Bromphenolblau (5,1) 300 pl
Destilliertes Wasser (bidest) 6,2 ml

10x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE), pH 8,0

Tris-Puffer 48,40 g
Eisessig 11,42 ml
EDTA (Dinatriumsalz) 3,72¢
Destilliertes Wasser 1,001

Vor Gebrauch auf 1x verdiinnen.

Auch im Handel erhiltlich (z. B. Invitrogen oder gleichwertiges Produkt).
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1. Oligo-Sonden

Anlage 7

Validierte Reagenzien fiir den FISH-Test

R.-solanacearum-spezifische Sonde OLI-1-CY3: 5'-ggc agg tag caa gct acc ccc-3'

Eubaktericlle Universalsonde EUB-338-FITC: 5'-gct gcc tee cgt agg agt-3'

2. Fixierlosung

[ACHTUNG! FIXATIV ENTHALT TOXISCHES PARAFORMALDEHYD. HANDSCHUHE TRAGEN UND NICHT EIN-

ATMEN. ES WIRD EMPFOHLEN, UNTER DEM ABZUG ZU ARBEITEN.]

i) 9 ml molekular reines Wasser (z. B. Reinstwasser (UPW)) auf ca. 60 °C erhitzen und 0,4 g Paraformaldehyd hin-

zufiigen. Paraformaldehyd mit 5 Tropfen 1N NaOH auflosen und mit einem Magnetriihrer rithren.

ii)  pH-Wert durch Hinzufiigen von 1 ml 0,1 M Phosphatpuffer (PB; pH 7,0) und 5 Tropfen 1N HCl auf pH-Wert 7,0
einstellen. pH-Wert mit Indikatorstreifen priifen und erforderlichenfalls mit HCl oder NaOH justieren. [ACH-
TUNG! IN PARAFORMALEDHYD-LOSUNGEN KEIN PH-MESSGERAT VERWENDEN.]

iii) Losung durch 0,22-pm-Membranfilter filtern und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung staubfrei lagern.

3. 3x Hybmix

NaCl
Tris-HCl

EDTA (filtersterilisiert und autoklaviert)

Verdiinnen auf 1x Hybmix vor Gebrauch.

4. Hybridisierungslosung

1x Hybmix

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

Formamid

EUB-338-Sonde

OLI-1- oder OLI-2-Sonde

2,7M

60 mM (pH 7,4)

15 mM

0,01 %
30 %

5 ngful
5 ngful

Zubereitung der Hybridisierungslosung in den nach der Tabelle berechneten Mengen. Fiir jeden Objekttrager (mit 2
duplizierten unterschiedlichen Proben) sind 90 pl Hybridisierungslosung erforderlich. WICHTIG: FORMAMID IST SEHR
TOXISCH! DAHER STETS HANDSCHUHE TRAGEN UND DIE NOTWENDIGEN VORSICHTSMASSNAHMEN

TREFFEN!

Tabelle. Empfohlene Mengen fiir die Zubereitung der Hybridisierungsmischung

Anzahl der Objekttrager 1 4 6 8 10
Steriles Reinstwasser (UPW) 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
3x Hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1 % SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamid 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
EUB-338-Sonde(100 ng/yl) 45 18,0 27,0 36,0 45,0
OLI-1- oder OLI-2-Sonde (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Gesamtvolumen (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Hinweis: ~ Alle Losungen mit den lichtempfindlichen Oligo-Sonden bei — 20 °C im Dunkeln lagern.
Wihrend des Gebrauchs vor direktem Sonnenlicht und kiinstlichem Licht schiitzen.
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5. 0,1-M-Phosphatpuffer, pH 7,0

Na,HPO, 852¢
KH,PO, 5448
Destilliertes Wasser 1,001

Substanzen auflosen, den pH-Wert priifen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren.
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Anlage 8
Auberginen- und Tomatenkultivierung

Tomatensamen (Lycopersicon esculentum) und Auberginensamen (Solanum melongena) in pasteurisierte Anzuchterde sien.
Samlinge mit voll entfalteten Keimbléttern (nach 10 bis 14 Tagen) in pasteurisierte Topferde umsetzen.

Auberginen und Tomaten sollten in einem Gewdichshaus gezogen werden, das die folgenden Umweltbedingungen erfiillt:

Tageslange: 14 Stunden oder natiirliche Tageslinge, wenn langer;
Temperatur: tagsiiber: 21 bis 24 °C,
nachts: 14 bis 18 °C.
Anfillige Tomatensorte: ,Moneymaker*
Anfillige Auberginensorte: ,Black Beauty*

Lieferant: sieche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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ANHANG III

In jedem Verdachtsfall, in dem der/die nach dem Verfahren des Anhangs II durchgefithrte(n) Screeningtest(s) fiir das
aufgefithrte Pflanzenmaterial und fiir alle anderen Fille positiv ausgefallen ist/sind und der bisher nicht nach den
genannten Verfahren bestitigt bzw. entkriftet wurde, sollte folgendes Material aufbewahrt und in geeigneter Form
konserviert werden:

— alle Knollen der Stichprobe und, falls moglich, alle Pflanzen der Stichprobe,

— verbleibende Extrakte und weiteres fiir den (die) Screeningtest(s) vorbereitetes Material, z. B. Objekttrager fiir
Immunfluoreszenztest,

und
— alle sachdienlichen Unterlagen, bis die genannten Verfahren vollstindig abgeschlossen sind.
Mit Hilfe der zuriickbehaltenen Knollen kénnen gegebenenfalls Sortenpriifungen vorgenommen werden.

Bei Bestitigung des Schadorganismus sollte nach Ablauf des Meldeverfahrens gemaf Artikel 5 Absatz 2 folgendes
Material fiir mindestens einen Monat aufbewahrt und in geeigneter Form konserviert werden:

— das in Absatz 1 genannte Material,

— gegebenenfalls eine mit Knollen- oder Pflanzenextrakt beimpfte Probe infizierten Tomaten- oder
Auberginenmaterials,

und

— die isolierte Schadorganismuskultur.
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ANHANG IV

Die in Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer i genannte Untersuchung bezieht sich gegebenenfalls auf folgende Parameter:

i)

ii)

Produktionsorte,

— an denen Kartoffeln angebaut werden oder wurden, die klonal mit Kartoffeln verbunden sind, die sich als mit
dem Schadorganismus befallen erwiesen haben,

— an denen Tomaten angebaut werden oder wurden, die aus derselben Saatgutpartie erwachsen sind wie die Toma-
ten, die sich als mit dem Schadorganismus befallen erwiesen haben,

— an denen Kartoffeln oder Tomaten angebaut werden oder wurden, die wegen Verdachts des Auftretens des Schad-
organismus der amtlichen Kontrolle unterstellt wurden,

— an denen Kartoffeln angebaut werden oder wurden, die klonal mit Kartoffeln verbunden sind, die an mit dem
Schadorganismus befallenen Produktionsorten angebaut wurden,

— an denen Kartoffeln oder Tomaten angebaut werden und die in der Nachbarschaft zu befallenen Produktions-
orten liegen, einschlieflich solcher, an denen Anbaugerite und -einrichtungen direkt oder iiber einen gemeinsa-
men Vertragspartner gemeinsam genutzt werden,

— an denen Oberflichengewisser zur Bewasserung oder Beregnung aus Quellen genutzt werden, die sich als mit
dem Schadorganismus kontaminiert erwiesen haben oder die der Kontamination mit dem Schadorganismus ver-
déchtig sind,

— an denen Oberflichengewisser zur Bewasserung oder Beregnung aus einer Quelle genutzt werden, die gemein-
sam mit Produktionsorten benutzt wird, die sich als mit dem Schadorganismus kontaminiert erwiesen haben
oder die der Kontamination mit dem Schadorganismus verdachtig sind,

— die von Oberflichengewdssern iiberflutet sind oder waren, die sich als mit dem Schadorganismus kontaminiert
erwiesen haben oder die der Kontamination mit dem Schadorganismus verddchtig sind,

und

Oberflichengewisser, die zur Bewisserung oder Beregnung von Feldern oder Produktionsorten, die sich als mit dem
Schadorganismus als kontaminiert erwiesen haben, genutzt werden oder diese iiberflutet haben.
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ANHANG V

Faktoren, die bei der Bestimmung des Ausmafes des wahrscheinlichen Befalls gemaf$ Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a
Ziffer iii und Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe ¢ Ziffer iii zu beriicksichtigen sind:

— das aufgefiihrte Pflanzenmaterial, das an einem Produktionsort angebaut wurde, der gemdfl Artikel 5 Absatz 1
Buchstabe a Ziffer ii als befallen erklirt wurde,

—  Produktionsorte mit produktionstechnischer Verbindung zu dem aufgefiihrten Pflanzenmaterial, das gemaf§ Arti-
kel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen erklrt wurde, einschlieflich solcher, an denen Anbaugerite und
-einrichtungen direkt oder iiber einen gemeinsamen Vertragspartner gemeinsam genutzt werden,

— das aufgefiihrte Pflanzenmaterial, das an den im vorstehenden Gedankenstrich genannten Produktionsorten ange-
baut wurde oder an solchen Produktionsorten in dem Zeitraum anwesend war, in dem das aufgefiihrte Pflanzen-
material, das gemdfl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen erklirt wurde, an dem im ersten
Gedankenstrich genannten Produktionsort anwesend war,

— Raumlichkeiten, in denen das aufgefiihrte Pflanzenmaterial von den in den vorstehenden Gedankenstrichen
genannten Produktionsorten behandelt wird,

— Maschinen, Fahrzeuge, Schiffe, Lagerrdume oder Teile davon sowie sonstige Gegenstinde, einschlieSlich Verpa-
ckungsmaterial, die mit dem aufgefithrten Pflanzenmaterial, das geméafl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii
als befallen erkldrt wurde, in Berithrung gekommen sein konnten,

— jegliches aufgefithrte Pflanzenmaterial, das in den im vorstehenden Gedankenstrich bezeichneten Einrichtungen
oder Beriihrungsgegenstinden vor deren Reinigung oder Desinfizierung gelagert wurde oder damit in Berith-
rung gekommen ist,

— als Ergebnis der Untersuchungen und Tests gemafs Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer i im Falle von Kartof-
feln diejenigen Knollen oder Pflanzen mit geschwisterlicher oder elterlicher klonaler Beziehung zu dem aufge-
fithrten Pflanzenmaterial, das gemif Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen erklirt wurde, bzw. im
Falle von Tomaten diejenigen Pflanzen, die aus dem gleichen Saatgut wie das Pflanzenmaterial erwachsen sind,
das gemidfd Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen erklirt wurde, und bei denen, auch wenn sie
vielleicht mit negativem Ergebnis auf den Erreger hin untersucht worden sind, ein Befall aufgrund einer klonalen
Verbindung wahrscheinlich erscheint; zur Uberpriifung der Identitit der kontaminierten und klonal verbunde-
nen Knollen bzw. Pflanzen kénnen Sortenpriifungen durchgefiihrt werden,

— Produktionsorte des aufgefithrten Pflanzenmaterials, auf die im vorhergehenden Gedankenstrich Bezug genom-
men wird,

— Produktionsorte des aufgefithrten Pflanzenmaterials, die mit Wasser bewissert oder beregnet werden, das gemaf3
Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe ¢ Ziffer ii als kontaminiert erklirt wurde,

— aufgefiihrtes Pflanzenmaterial, das auf Feldern erzeugt wurde, welche von als kontaminiert bestdtigten
Oberflichengewissern iiberflutet wurden.

Faktoren, die bei der Bestimmung der maoglichen Verbreitung gemaf$ Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer iv und
Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe ¢ Ziffer iii zu beriicksichtigen sind:

i) in den Fillen gemafS Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer iv:

— die Nahe anderer Produktionsorte, an denen das aufgefiihrte Pflanzenmaterial angebaut wird,

— gemeinsame Erzeugung und Verwendung von Pflanzkartoffelbestinden,

— Produktionsorte, an denen das aufgefiihrte Pflanzenmaterial mit Oberflichenwasser bewissert oder bereg-
net wird und an denen die Gefahr der Abschwemmung oder Uberflutung von Produktionsorten besteht,
die gemdf Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen erkldrt wurden,
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ii) in den Fillen, in denen Oberflichengewisser gemafl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe ¢ Ziffer ii als kontaminiert
erklart wurden:

— Produktionsorte, an denen das aufgefithrte Pflanzenmaterial unmittelbar neben dem als kontaminiert erklar-
ten Oberflichengewdsser angebaut wird oder die von diesem Oberflichengewdsser iiberflutet werden
konnen,

— jedes einzelne Bewidsserungsbecken, das mit dem als kontaminiert erkldrten Oberflichengewdsser in Ver-
bindung steht,

—  Gewisser, die an das fiir kontaminiert erklirte Oberflichengewisser angeschlossen sind, wobei Folgendes
beriicksichtigt wird:

— Richtung und FlieSgeschwindigkeit des fiir kontaminiert erklarten Gewassers,
— Vorhandensein von Unkrautwirtspflanzen aus der Familie der Nachtschattengewichse.
3. Die Einzelheiten der Mitteilung gemaf8 Artikel 5 Absatz 2 Unterabsatz 1 umfassen:

— unmittelbar nach Bestitigung des Auftretens des Schadorganismus durch Laboruntersuchungen nach den Metho-
den gemidfl Anhang Il zumindest folgende Angaben:

— fiir Kartoffeln:

a)  Sortenbezeichnung der Kartoffelpartie,

b) Kartoffeltyp (Speise-, Wirtschaftskartoffel, Pflanzkartoffel usw.) und ggf. die Pflanzgutkategorie,
— fiir Tomatenpflanzen: Sortenbezeichnung der Partie und ggf. der Kategorie.

— Unbeschadet der Verpflichtung zur Mitteilung von Verdachtsfillen gemaf8 Artikel 4 Absatz 3 teilt der Mitglied-
staat, in dem der Verdacht bestdtigt wurde, sofern die Gefahr der Kontamination von aufgefithrtem Pflanzen-
material aus anderen oder in andere Mitgliedstaaten besteht, den betreffenden Mitgliedstaaten unverziiglich die
Angaben mit, die sie zur Erfiillung der Anforderungen von Artikel 5 Absatz 3 ben6tigen, insbesondere:

a)  Sortenbezeichnung der Kartoffel- bzw. Tomatenpartie,
b) Name und Anschrift von Versender und Empfinger,
¢)  Lieferdatum der Kartoffel- bzw. Tomatenpartie,

d)  Grofe der gelieferten Kartoffel- bzw. Tomatenpartie,

e) ecine Kopie des Pflanzenpasses oder zumindest die Pflanzenpassnummer oder ggf. die Zulassungsnummer
des Kartoffelerzeugers oder Hindlers sowie eine Kopie des Lieferscheins.

Die Kommission wird unverziiglich unterrichtet, sobald diese Angaben vorliegen.

4. Die Einzelheiten der zusitzlichen Mitteilung nach Artikel 5 Absatz 2 Unterabsatz 2 umfassen
nach Abschluss aller Untersuchungen fiir jeden einzelnen Fall folgende Angaben:
a)  Datum der Befallsbestitigung,

b)  kurze Beschreibung der zur Identifizierung des Befallsursprungs und einer etwaigen Verbreitung des Befalls
durchgefiihrten Untersuchungen,

¢) Informationen iiber die identifizierte(n) oder vermutete(n) Ursache(n) des Befalls,

d)  Einzelheiten iiber das Ausmafl des erklirten Befalls, einschlieflich der Zahl der betroffenen Produktionsorte und
fur Kartoffeln der Anzahl der Partien mit Angabe der Sorte und, falls es sich um Pflanzkartoffeln handelt, der
Kategorie,
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e)

Einzelheiten iiber die Abgrenzung der Sicherheitszone, einschlieflich der Zahl derjenigen Produktionsorte, die
zwar nicht als befallen erklart, jedoch in die Zone einbezogen wurden,

Einzelheiten tiber die Kontaminationserklarung von Gewissern, einschlielich Name und geografische Lage des
Gewissers sowie des Geltungsbereichs der Kontaminationserklarung/des Bewisserungsverbots,

fur jede als kontaminiert erklirte Tomatenpflanzensendung oder -partie die Zeugnisse gemafl Artikel 13 Absatz 1
Ziffer ii der Richtlinie 2000/29/EG und die Pflanzenpassnummer gemif$ der Auflistung des Anhangs V Teil A
Abschnitt I Nummer 2.2 der Richtlinie 2000/29/EG,

sonstige Informationen zu den bestitigten Ausbriichen, die die Kommission ggf. anfordert.
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ANHANG VI
Als Maflnahmen im Sinne von Artikel 6 Absatz 1 gelten:

— die Verwendung als Tierfutter nach einer Hitzebehandlung, die die Gefahr des Uberlebens des Schadorganismus
ausschlieft,

oder

— die Entsorgung in einer amtlich zugelassenen, speziell fiir diesen Zweck vorgesehenen Abfallentsorgungsanlage,
bei der keine erkennbare Gefahr besteht, dass der Schadorganismus in die Umwelt entweicht, z. B. durch Versi-
ckerung in Agrarflichen oder Kontakt zu Oberflichengewisser, die zur Bewisserung landwirtschaftlicher Nutz-
flichen genutzt werden kénnten,

oder
— das Verbrennen,
oder

— die industrielle Verarbeitung durch direkte, unverziigliche Lieferung an einen Verarbeitungsbetrieb mit amtlich
zugelassenen Abfallentsorgungsanlagen, wobei keine erkennbare Gefahr der Verschleppung des Schadorganis-
mus festgestellt wurde, und mit einem System, das die Reinigung und Desinfizierung zumindest der den Betrieb
verlassenden Fahrzeuge ermoglicht,

oder

— andere Mafnahmen, sofern keine erkennbare Gefahr der Verschleppung des Schadorganismus festgestellt wurde;
diese Mafnahmen und ihre Begriindung sind der Kommission und den anderen Mitgliedstaaten mitzuteilen.

Jeder verbleibende Abfall, der sich aus vorstehenden Maffnahmen ergibt oder damit im Zusammenhang steht, wird
anhand amtlich zugelassener Verfahren gemafl Anhang VII dieser Richtlinie entsorgt.

Die sachgerechte Verwendung bzw. Entsorgung des in Artikel 6 Absatz 2 aufgefithrten Pflanzenmaterials erfolgt, wie
nachstehend beschrieben, unter Kontrolle der zustindigen amtlichen Stellen der betreffenden Mitgliedstaaten, wobei
sich diese Stellen gegenseitig unterrichten, um sicherzustellen, dass die Kontrolle konsequent durchgefithrt wird und
die im ersten und im zweiten Gedankenstrich genannten Abfallentsorgungsanlagen von den zustindigen amtlichen
Stellen des Mitgliedstaats, in dem die Kartoffeln verpackt oder verarbeitet werden sollen, zugelassen sind:

i) im Falle von Kartoffelknollen:

— Verwendung als Speisekartoffeln, die zur unmittelbaren Lieferung und Verwendung so verpackt sind, dass
ein Umpacken nicht erforderlich ist, an einem Ort mit geeigneten Abfallentsorgungsanlagen. Kartoffeln,
die zum Anpflanzen bestimmt sind, diirfen nur dann am selben Ort gehandhabt werden, wenn sie separat
bzw. nach entsprechender Reinigung und Desinfektion der Anlagen behandelt werden,

oder

— Verwendung als Wirtschaftskartoffeln, die zur unmittelbaren und sofortigen Lieferung an einen
Verarbeitungsbetrieb mit geeigneten Abfallentsorgungsanlagen und mit einem System, das die Reinigung
und Desinfektion zumindest der den Betrieb verlassenden Fahrzeuge ermoglicht, bestimmt sind,

oder

— andere Verwendung oder Entsorgung, sofern keine erkennbare Gefahr der Verbreitung des Schadorganis-
mus festgestellt wurde sowie vorbehaltlich der Genehmigung durch die vorgenannten zustindigen amtli-
chen Stellen;

ii)  im Falle von anderen Pflanzenteilen einschlielich Stingel und Blattabfall:
— unschadliche Beseitigung,
oder

— andere Verwendung oder Entsorgung, sofern keine erkennbare Gefahr der Verschleppung des Schadorga-
nismus festgestellt wurde sowie vorbehaltlich der Genehmigung durch die genannten zustindigen Stellen.
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4.1.

Die geeigneten Verfahren zur Entseuchung der in Artikel 6 Absatz 3 genannten Berithrungsgegenstinde umfassen die
Reinigung und gegebenenfalls Desinfektion, damit sichergestellt ist, dass keine erkennbare Gefahr der Verschleppung
des Schadorganismus besteht; diese MafSnahmen sind unter Aufsicht der zustindigen amtlichen Behorden der Mit-
gliedstaaten durchzufithren.

In der gemif$ Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer iv und Buchstabe ¢ Ziffer iii abgegrenzten und in Artikel 6
Absatz 4 genannten Sicherheitszone treffen die Mitgliedstaaten die folgenden Maflnahmen:

In Fillen, in denen Produktionsorte gemdfl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen erkldrt wurden:

a)  auf einer Anbaufliche oder in einer Einheit fur geschiitzte Pflanzenerzeugung, die gemifS Artikel 5 Absatz 1
Buchstabe a Ziffer ii als befallen erklirt wurde, entweder

i)  mindestens in den vier auf die Befallserklarung folgenden Anbaujahren:

oder

Mafinahmen zur Bekdmpfung des Kartoffel- und Tomatendurchwuchses sowie anderer Wirtspflanzen
des Schadorganismus, einschlieflich Unkrdutern aus der Familie der Nachtschattengewichse,

und

Verzicht auf den Anbau von

— Kartoffelknollen, Kartoffelpflanzen oder Direktsaat,

— Tomatenpflanzen und -samen,

— unter Beriicksichtigung der biologischen Eigenart des Schadorganismus:

— anderen Wirtspflanzen,

—  Brassica-Arten, bei denen nachweislich die Gefahr des Uberlebens des Schadorganismus besteht,
— Kulturen, bei denen nachweislich die Gefahr der Verschleppung des Schadorganismus besteht;

in der ersten auf den im vorstehenden Gedankenstrich genannten Zeitraum folgenden Kartoffel- oder
Tomatenanbausaison und unter der Bedingung, dass die Anbaufliche bei den amtlichen Kontrollen,
die zumindest in den zwei vor der Pflanzung liegenden Anbaujahren durchgefithrt wurden, als frei
von Kartoffel- und Tomatendurchwuchs sowie von anderen Wirtspflanzen, einschlieflich Unkrautern
aus der Familie der Nachtschattengewichse, befunden wurde:

— im Falle von Kartoffeln: Genehmigung nur fiir die Erzeugung von Speise- und
Wirtschaftskartoffeln,

— im Falle von Kartoffeln und Tomaten: Testen geernteter Kartoffelknollen bzw. Tomatenpflanzen
nach dem Verfahren von Anhang II;

in der auf die im vorstehenden Gedankenstrich genannte Anbausaison folgenden Kartoffel- oder
Tomatenanbausaison unter Einhaltung einer geeigneten Fruchtfolge, die mindestens zwei Jahre umfasst,
wenn Pflanzkartoffeln erzeugt werden sollen, Durchfithrung einer amtlichen Erhebung gemidf Arti-
kel 2 Absatz 1,

ii) in den fiinf auf die Befallserklarung folgenden Anbaujahren:

Mafinahmen zur Bekdmpfung des Kartoffel- und Tomatendurchwuchses sowie anderer natiirlich vor-
kommender Wirtspflanzen des Schadorganismus, einschlieflich Unkrdutern aus der Familie der
Nachtschattengewdchse,

und

in den ersten drei Jahren dieses Zeitraums entweder Schwarzbrache oder Anbau von Getreide entspre-
chend dem festgestellten Risiko oder Dauerweide mit hdufigem Kurzschnitt oder Intensivbeweidung
oder Grisersamengewinnung sowie in den darauf folgenden beiden Jahren Anbau von Nicht-
wirtspflanzen, die keine erkennbare Gefahr des Uberlebens oder der Verschleppung des Schadorganis-
mus darstellen;
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in der ersten auf den im vorstehenden Gedankenstrich genannten Zeitraum folgenden Kartoffel- oder
Tomatenanbausaison und unter der Bedingung, dass die Anbaufliche im Rahmen der amtlichen Kon-
trollen, die zumindest in den zwei vor der Pflanzung liegenden Anbaujahren durchgefithrt wurden, als
frei von Kartoffel- und Tomatendurchwuchs sowie von anderen Wirtspflanzen, einschlielich Unkriu-
tern aus der Familie der Nachtschattengewichse, befunden wurde:

— im Falle von Kartoffeln: Genehmigung fiir die Erzeugung von Pflanz- oder Speise- und
Wirtschaftskartoffeln,

—  Testen geernteter Kartoffelknollen bzw. Tomatenpflanzen nach dem Verfahren von Anhang II;

b) auf allen anderen Anbauflichen des befallenen Produktionsortes unter der Bedingung, dass die zustindigen amt-
lichen Stellen sich vergewissert haben, dass kein Risiko von Kartoffel- oder Tomatenpflanzendurchwuchs und
anderen natiirlichen Wirtspflanzen des Schadorganismus, einschlieflich Unkrdutern aus der Familie der Nacht-
schattengewichse, besteht, werden

in dem auf die Kontaminationserkldrung folgenden Anbaujahr

entweder keine Kartoffelknollen, Kartoffelpflanzen oder Direktsaat oder andere Wirtspflanzen des
Schadorganismus angepflanzt bzw. gesit,

oder

im Falle von Kartoffelknollen nur zertifizierte Pflanzkartoffeln zur ausschlieflichen Erzeugung von
Speise- und Wirtschaftskartoffeln angepflanzt,

im Falle von Tomatenpflanzen nur Tomatenpflanzen aus Samen, die den Anforderungen der Richtli-
nie 2000/29/EG entsprechen, zur ausschlieflichen Erzeugung von Tomatenfriichten angepflanzt,

im zweiten Anbaujahr nach dem Jahr der Befallserklarung

im Falle von Kartoffeln nur zertifizierte Pflanzkartoffeln oder Pflanzkartoffeln, die amtlich auf Freisein
von Schleimkrankheit getestet und unter amtlicher Kontrolle an anderen als den unter Nummer 4.1
genannten Produktionsorten angebaut wurden, zur Erzeugung von Pflanz- oder Speise- und
Wirtschaftskartoffeln angebaut,

im Falle von Tomaten nur Tomatenpflanzen aus Samen, die den Anforderungen der Richtlinie
2000/29/EG entsprechen, oder bei vegetativer Vermehrung aus Tomatenpflanzen aus solchem Saat-
gut, die unter amtlicher Kontrolle an anderen als den unter Nummer 4.1 genannten Produktionsorten
angebaut wurden, zur Erzeugung von Tomatenpflanzen oder -friichten angebaut;

zumindest im dritten auf die Befallserklarung folgenden Anbaujahr:

im Falle von Kartoffeln nur zertifizierte Pflanzkartoffeln oder Pflanzkartoffeln, die unter amtlicher Kon-
trolle aus zertifizierten Pflanzkartoffeln erzeugt wurden, zur Erzeugung von entweder Pflanz- oder
Speise- und Wirtschaftskartoffeln angebaut,

im Falle von Tomaten nur Tomatenpflanzen aus Samen, die den Anforderungen der Richtlinie
2000/29/EG entsprechen, oder Tomatenpflanzen, die unter amtlicher Kontrolle aus solchen Pflanzen
erzeugt wurden, zur Erzeugung von Tomatenpflanzen oder -friichten angebaut;

in jedem der unter den vorstehenden Gedankenstrichen genannten Anbaujahren Mafinahmen getroffen,
um Durchwuchs von Kartoffeln und andere natiirlich vorkommende Wirtspflanzen des Schadorganismus
auszurotten, falls sie vorhanden sind, und auf jeder Kartoffelanbaufliche geerntete Kartoffeln nach dem
Verfahren von Anhang II amtlich getestet;

¢)  unmittelbar nach der Kontaminationserklirung gemafl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii und nach dem
ersten darauf folgenden Anbaujahr werden

alle Gerdte und Lagerraume am Produktionsort, die zur Kartoffel- bzw. Tomatenerzeugung genutzt wer-
den, gereinigt und gegebenenfalls nach geeigneten Verfahren gemafl Nummer 3 desinfiziert,

gegebenenfalls amtliche Kontrollen von Bewisserungs- und Beregnungsprogrammen, einschlieflich entspre-
chender Verbotsregelungen, durchgefiihrt, um eine Verschleppung des Schadorganismus zu verhindern;
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d)

in einer gemif$ Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen erklarten Einheit mit geschiitzter Pflanzener-
zeugung, bei der ein vollstindiger Austausch des Kultursubstrats moglich ist,

wird verzichtet auf den Anbau von Kartoffelknollen, Kartoffelpflanzen oder Direktsaat oder anderen Wirts-
pflanzen des Schadorganismus, einschlieflich Tomatenpflanzen und Samen, bis die Produktionseinheit amt-
lich @iberwachten Maffnahmen zur Vernichtung des Schadorganismus und zur Beseitigung sidmtlicher
Wirtspflanzen, einschlieflich zumindest eines vollstindigen Austauschs des Kultursubstrats nebst Reini-
gung und gegebenenfalls Desinfektion der genannten Einheit sowie aller Ausriistungen, unterzogen und im
Anschluss daran von den zustindigen amtlichen Stellen fiir den Kartoffel- bzw. Tomatenanbau zugelassen
wurde;

hierbei

werden im Falle der Kartoffelerzeugung zertifizierte Pflanzkartoffeln, Miniknollen oder Mikropflanzen ver-
wendet, die von untersuchtem Ausgangsmaterial abstammen,

werden im Falle der Tomatenerzeugung Samen, die den Anforderungen der Richtlinie 2000/29/EG entspre-
chen, oder, bei vegetativer Vermehrung, Tomatenpflanzen aus solchen Samen verwendet, die unter amtli-
cher Kontrolle angebaut wurden,

erfolgt eine amtliche Kontrolle der Bewisserungs- und Beregnungsprogramme, einschlieflich ggf. der Ver-
hingung eines Bewisserungs- und Beregnungsverbots, zur Verhinderung der Ausbreitung des
Schadorganismus.

4.2. Unbeschadet der unter Nummer 4.1 aufgefihrten Mafinahmen sorgen die Mitgliedstaaten in der abgegrenzten
Sicherheitszone dafiir, dass

a)

unmittelbar nach der Kontaminationserkldrung in den Betrieben die Maschinen und Lagerrdume, die fiir die
Erzeugung von Kartoffeln bzw. Tomaten verwendet wurden, ggf. gemif den in Absatz 3 genannten Verfahren
gereinigt und desinfiziert werden;

sofort und mindestens fiir die Dauer der auf die Befallserkldrung folgenden drei Anbaujahre,

ba)

bb)

sofern eine Sicherheitszone gemafl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer iv abgegrenzt wurde,

— die Betriebe, die Kartoffelknollen oder Tomaten anbauen, lagern oder umschlagen sowie die Betriebe,
die Maschinen fiir die Kartoffel- und Tomatenerzeugung vertraglich zur Verfiigung stellen, von ihren
zustidndigen amtlichen Stellen tiberwacht werden;

— vorgeschrieben ist, dass in dieser Sicherheitszone fiir alle Kartoffelkulturen ausschlielich zertifiziertes
Pflanzgut oder unter amtlicher Uberwachung erwachsenes Pflanzgut angepflanzt wird und die Pflanz-
kartoffeln, die an gemaf§ Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer iii als wahrscheinlich befallen einge-
stuften Produktionsorten angebaut wurden, nach der Ernte getestet werden;

— vorgeschrieben ist, dass in allen Betrieben der Sicherheitszone der Umgang mit geernteten Pflanzkar-
toffeln und Speise- sowie Wirtschaftskartoffeln getrennt gehalten wird oder dass zwischen den Arbeits-
gingen fur Pflanz- sowie Speise- und Wirtschaftskartoffeln Reinigungs- und Desinfektionsmafinahmen
durchgefiihrt werden;

— vorgeschrieben ist, dass fir alle Tomatenkulturen in der Sicherheitszone ausschliefSlich Tomaten-
pflanzen aus Samen, die den Anforderungen der Richtlinie 2000/29/EG entsprechen oder bei vegeta-
tiver Vermehrung aus Tomatenpflanzen aus solchem Saatgut, das unter amtlicher Kontrolle angebaut
wurde, angepflanzt werden;

— cine amtliche Erhebung gemifS Artikel 2 Absatz 1 durchgefiihrt wird;

sofern Oberflichenwasser gemdfd Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe c Ziffer ii als kontaminiert erkldrt oder als
Ausbreitungsmaoglichkeit fir den Schadorganismus gemaff Anhang V Nummer 2 gilt,

—  zu geeigneten Zeitpunkten eine jdhrliche Untersuchung durchgefiihrt wird, einschlieflich Beprobung
des Oberflichengewdssers und gegebenenfalls von Wirtspflanzen aus der Familie der Nachtschatten-
gewdchse in den betreffenden Wasserquellen sowie eine Untersuchung nach den mafigeblichen Ver-
fahren des Anhangs I fur das aufgefiihrte Pflanzenmaterial und fiir andere Fille;
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amtliche Kontrollen der Bewisserungs- und Beregnungsprogramme eingefiihrt werden, einschliefSlich
der Verhdngung eines Verbots der Bewisserung und Beregnung des aufgefithrten Pflanzenmaterials
und gegebenenfalls anderer Wirtspflanzen mit als kontaminiert erklartem Wasser zwecks Verhinde-
rung der Ausbreitung des Schadorganismus. Dieses Verbot kann auf der Grundlage der Ergebnisse der
genannten jahrlichen Untersuchung tiberpriift, und Kontaminationserklarungen konnen widerrufen
werden, wenn sich die zustindigen amtlichen Stellen vergewissert haben, dass das Oberflichen-
gewasser nicht mehr kontaminiert ist. Die Verwendung von Wasser, fiir das eine Verbotsregelung gilt,
kann vorbehaltlich der amtlichen Kontrolle zu Zwecken der Bewidsserung und Beregnung von Wirts-
pflanzen gestattet werden, soweit amtlich zugelassene Verfahren angewandt werden, die die Eliminie-
rung des Schadorganismus gewihrleisten und seine Verschleppung verhiiten,

bei Kontamination von Abwissern amtliche Kontrollen der Entsorgung des Abfalls und der Abwasser
industrieller Verarbeitungs- oder Verpackungsbetriebe, die mit dem aufgefithrten Pflanzenmaterial
umgehen, eingefiihrt werden;

¢) gegebenenfalls ein Programm aufstellen, um alle Pflanzkartoffelbestinde in angemessener Zeit auszutauschen.
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ANHANG VII

Die amtlich zugelassenen Abfallentsorgungsverfahren gemaff Anhang VI Nummer 1 miissen nachstehende Bedingungen
erfilllen, um jede erkennbare Gefahr einer Verschleppung des Schadorganismus auszuschalten:

i) Kartoffel- und Tomatenabfille (einschlieflich verworfener Kartoffeln und Tomaten und Kartoffelschalen) sowie andere
feste Abfille im Zusammenhang mit den Kartoffeln und Tomaten (einschlieflich Erde, Steinen und anderem Material)
sind wie folgt zu entsorgen:

— entweder durch Entsorgung in einer amtlich zugelassenen, speziell fir diesen Zweck vorgesehenen Abfall-
entsorgungsanlage, bei der keine erkennbare Gefahr besteht, dass der Schadorganismus zum Beispiel durch Ver-
sickerung in Agrarflichen oder Kontakt zu Oberflichengewdsser, die zur Bewisserung landwirtschaftlicher
Nutzflichen genutzt werden konnten, in die Umwelt entweicht. Der Abfall muss direkt zur Anlage verbracht
werden und dabei so verpackt sein, dass keine Gefahr des Abfallverlustes besteht,

oder
— durch Verbrennen,
oder

— durch andere Mafnahmen, sofern nachweislich keine erkennbare Gefahr der Ausbreitung des Schadorganismus
besteht; diese Malnahmen sind der Kommission und den anderen Mitgliedstaaten mitzuteilen.

ii) Abwisser: vor der Entsorgung sind Abwisser, die Schwimmstoffe enthalten, Filtern oder Absetzbecken zuzuleiten,
um sie von diesen Schwimmstoffen zu reinigen. Die dabei anfallenden Feststoffe sind gemif Ziffer i zu entsorgen.

AnschlieSend sind die Abwasser wie folgt zu behandeln:
— vor der Entsorgung mindestens dreiffigminiitige Erhitzung auf eine Kerntemperatur von mindestens 60 °C,
oder

— anderweitige amtlich zugelassene und iiberwachte Entsorgung, sodass keine erkennbare Gefahr besteht, dass die
Abwiisser mit landwirtschaftlichen Nutzflichen oder Wasserquellen, die zur Bewdsserung landwirtschaftlicher
Nutzflichen genutzt werden koénnten, in Berithrung kommen kénnten. Die diesbeziiglichen Einzelheiten sind
den anderen Mitgliedstaaten und der Kommission mitzuteilen.

Die in diesem Anhang beschriebenen Moglichkeiten gelten auch fiir Abfille im Zusammenhang mit der Bearbeitung, Besei-
tigung und Verarbeitung kontaminierter Partien. “
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RICHTLINIE 2006/64/EG DER KOMMISSION

vom 18. Juli 2006

zur Anderung der Richtlinie 91/414/EWG des Rates zwecks Aufnahme der Wirkstoffe Clopyralid,
Cyprodinil, Fosetyl und Trinexapac

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestlitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europiischen
Gemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 91/414/EWG des Rates vom 15. Juli
1991 iiber das Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln (7),
insbesondere auf Artikel 6 Absatz 1,

in Erwdgung nachstehender Griinde:

ey

Mit den Verordnungen (EG) Nr. 451/2000 der Kommissi-
on (3 und (EG) Nr. 703/2001 der Kommission (}) mit
Durchfihrungsbestimmungen fiir die zweite Stufe des
Arbeitsprogramms gemif§ Artikel 8 Absatz 2 der Richtli-
nie 91/414/EWG iber das Inverkehrbringen von
Pflanzenschutzmitteln wurde die Liste der Wirkstoffe fest-
gelegt, die im Hinblick auf ihre mogliche Aufnahme in
Anhang I der Richtlinie 91/414/EWG bewertet werden
sollen. Diese Liste enthilt Clopyralid, Cyprodinil, Fosetyl
und Trinexapac.

Die Auswirkungen dieser Wirkstoffe auf die menschliche
Gesundheit und auf die Umwelt wurden gemifl den
Bestimmungen der Verordnungen (EG) Nr. 451/2000
und 703/2001 fiir eine Reihe von durch den Antragstel-
ler vorgeschlagenen Anwendungszwecken gepriift. Darii-
ber hinaus werden in den genannten Verordnungen die
Bericht erstattenden Mitgliedstaaten bestimmt, die gemafd
Artikel 8 Absatz 1 der Verordnung (EG) Nr. 451/2000 die
jeweiligen Bewertungsberichte und Empfehlungen an die
Europdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA)
tibermitteln. Fiir Clopyralid war Finnland Bericht erstat-
tender Mitgliedstaat, und alle relevanten Informationen
wurden am 2. Dezember 2003 iibermittelt. Fir Cyprodi-
nil und Fosetyl war Frankreich Bericht erstattender Mit-
gliedstaat, und alle relevanten Informationen wurden am
16. Januar 2004 bzw. am 20. Oktober 2003 iibermittelt.
Fiir Trinexapac waren die Niederlande Bericht erstatten-
der Mitgliedstaat, und alle relevanten Informationen wur-
den am 7. November 2003 tibermittelt.

(') ABL L 230 vom 19.8.1991, S. 1. Richtlinie zuletzt gedndert durch

die Richtlinie 2006/45/EG der Kommission (ABL L 130 vom
18.5.2000, S. 27).

() ABL L 55 vom 29.2.2000, S. 25. Verordnung zuletzt gedndert durch

die Verordnung (EG) Nr. 1 044/2003 (ABL L 151 vom 19.6.2003,
S. 32).

() ABL L 98 vom 7.4.2001, S. 6.

6)

©)

Die Bewertungsberichte wurden von den Mitgliedstaaten
und der EFSA einem Peer Review unterzogen und der
Kommission am 14. Dezember 2005 in Form der Wissen-
schaftlichen Berichte der EFSA tiber Clopyralid, Cyprodi-
nil, Fosetyl und Trinexapac (*) vorgelegt. Diese
Wissenschaftlichen Berichte wurden von den Mitgliedstaa-
ten und der Kommission im Rahmen des Stindigen Aus-
schusses fiir die Lebensmittelkette und Tiergesundheit
gepriift und am 4. April 2006 in Form des Beurteilungs-
berichts der Kommission iiber Clopyralid, Cyprodinil,
Fosetyl und Trinexapac abgeschlossen.

Die verschiedenen Bewertungen haben ergeben, dass
davon ausgegangen werden kann, dass clopyralid-,
cyprodinil-, fosetyl- und trinexapachaltige Pflanzenschutz-
mittel im Allgemeinen die Anforderungen gemafl Arti-
kel 5 Absatz 1 Buchstaben a und b der Richtlinie
91/414/EWG erfillen, insbesondere hinsichtlich der
gepriiften und in dem Beurteilungsbericht der Kommis-
sion genannten Anwendungszwecke. Daher sollten diese
Substanzen in Anhang I der Richtlinie aufgenommen wer-
den, damit Pflanzenschutzmittel mit diesen Wirkstoffen in
allen Mitgliedstaaten gemaf8 den Bestimmungen der Richt-
linie zugelassen werden kénnen.

Unbeschadet dieser Schlussfolgerung ist es angezeigt, bei
Clopyralid, Cyprodinil und Fosetyl weitere Informationen
zu bestimmten Aspekten einzuholen. Artikel 6 Absatz 1
der Richtlinie 91/414/EWG sieht vor, dass die Aufnahme
eines Stoffes in Anhang I an Bedingungen gekniipft sein
kann. Daher sollte vorgeschrieben werden, dass Clopyra-
lid, Cyprodinil und Fosetyl zur Bestdtigung der Bewertung
des Langzeitrisikos in einigen Aspekten weiter zu untersu-
chen sind und dass diese Untersuchungen vom Antragstel-
ler vorzulegen sind.

() Wissenschaftlicher Bericht der EFSA (2005) 50, 1-65, Schlussfolge-

rung zum Peer Review der Risikobewertung von Pestiziden mit dem
Wirkstoff Clopyralid (abgeschlossen: 14. Dezember 2005).
Wissenschaftlicher Bericht der EFSA (2005) 51, 1-78, Schlussfolge-
rung zum Peer Review der Risikobewertung von Pestiziden mit dem
Wirkstoff Cyprodinil (abgeschlossen: 14. Dezember 2005).
Wissenschaftlicher Bericht der EFSA (2005) 54, 1-79, Schlussfolge-
rung zum Peer Review der Risikobewertung von Pestiziden mit dem
Wirkstoff Fosetyl (abgeschlossen: 14. Dezember 2005).
Wissenschaftlicher Bericht der EFSA (2005) 57, 1-70, Schlussfolge-
rung zum Peer Review der Risikobewertung von Pestiziden mit dem
Wirkstoff Trinexapac (abgeschlossen: 14. Dezember 2005).
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(6)  Vor der Aufnahme eines Wirkstoffs in Anhang I ist eine
angemessene Frist einzurdumen, um es den Mitgliedstaa-
ten und den Betroffenen zu ermdglichen, sich auf die sich
daraus ergebenden neuen Anforderungen vorzubereiten.

(7)  Unbeschadet der in der Richtlinie 91/414/EWG festgeleg-
ten Verpflichtungen, die sich aus der Aufnahme eines
Wirkstoffs in Anhang I ergeben, sollte nach der Aufnahme
den Mitgliedstaaten ein Zeitraum von sechs Monaten ein-
gerdaumt werden, damit sie die geltenden Zulassungen von
clopyralid-, cyprodinil-, fosetyl- und trinexapachaltigen
Pflanzenschutzmitteln tiberpriifen, um zu gewihrleisten,
dass die in der Richtlinie 91/414/EWG, insbesondere in
Artikel 13, festgelegten Anforderungen sowie die in
Anhang I enthaltenen relevanten Bedingungen erfiillt sind.
Die Mitgliedstaaten sollten geltende Zulassungen gemif§
den Bestimmungen der Richtlinie 91/414/EWG gegebe-
nenfalls dndern oder widerrufen oder aber neue Zulassun-
gen erteilen. Abweichend von der oben genannten Frist ist
fir die Ubermittlung und Bewertung der vollsténdigen
Unterlagen nach Anhang III fur jedes Pflanzenschutzmit-
tel und jede vorgesehene Anwendung gemifl den in der
Richtlinie 91/414/EWG festgelegten einheitlichen Grund-
sdtzen ein lingerer Zeitraum vorzusehen.

(8)  Die Erfahrungen, die mit der Aufnahme von im Rahmen
der Verordnung (EWG) Nr. 3600/92 der Kommission (*)
bewerteten Wirkstoffen in Anhang I der Richtlinie
91/414/EWG bereits gemacht wurden, haben gezeigt, dass
bei der Auslegung der Pflichten von Inhabern geltender
Zulassungen hinsichtlich des Zugangs zu Daten Probleme
auftreten konnen. Um weitere Schwierigkeiten zu vermei-
den, erscheint es daher angebracht, die Pflichten der Mit-
gliedstaaten zu erldutern, insbesondere die Pflicht, sich zu
vergewissern, dass der Zulassungsinhaber Zugang zu
Unterlagen nachweist, die den Anforderungen des
Anhangs II der Richtlinie 91/414/EWG entsprechen. Aller-
dings erlegt diese Erlduterung in Bezug auf die bis dato
angenommenen Richtlinien zur Anderung des Anhangs I
weder den Mitgliedstaaten noch den Zulassungsinhabern
neue Pflichten auf.

(9)  Es ist daher angebracht, die Richtlinie 91/414/EWG ent-
sprechend zu dndern.

(10)  Die in dieser Richtlinie vorgesechenen Mafinahmen entspre-
chen der Stellungnahme des Stindigen Ausschusses fiir
die Lebensmittelkette und Tiergesundheit —

(") ABL L 366 vom 15.12.1992, S. 10. Verordnung zuletzt geindert
durch die Verordnung (EG) Nr. 2266/2000 (ABL. L 259 vom
13.10.2000, S. 27).

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Anhang I der Richtlinie 91/414/EWG wird gemifl dem Anhang
der vorliegenden Richtlinie gedndert.

Artikel 2

Die Mitgliedstaaten erlassen und verdffentlichen spatestens am
31. Oktober 2007 die erforderlichen Rechts- und Verwaltungs-
vorschriften, um dieser Richtlinie nachzukommen. Sie teilen der
Kommission unverziiglich den Wortlaut dieser Vorschriften mit
und figen eine Entsprechungstabelle dieser Rechtsvorschriften
und der vorliegenden Richtlinie bei.

Sie wenden diese Rechtsvorschriften ab dem 1. November 2007
an.

Bei Erlass dieser Vorschriften nehmen die Mitgliedstaaten in den
Vorschriften selbst oder durch einen Hinweis bei der amtlichen
Veroffentlichung auf diese Richtlinie Bezug. Die Mitgliedstaaten
regeln die Einzelheiten dieser Bezugnahme.

Artikel 3

(1)  Gemif der Richtlinie 91/414/EWG dndern oder widerru-
fen die Mitgliedstaaten erforderlichenfalls bis zum 31. Oktober
2007 geltende Zulassungen fiir Pflanzenschutzmittel, die Clopy-
ralid, Cyprodinil, Fosetyl oder Trinexapac als Wirkstoff enthalten.

Bis zu diesem Datum priifen sie insbesondere, ob die Bedingun-
gen des Anhangs I der genannten Richtlinie in Bezug auf Clopy-
ralid, Cyprodinil, Fosetyl und Trinexapac erfullt sind, mit
Ausnahme der Bedingungen in Teil B des Eintrags zu diesen
Wirkstoffen, und ob der Zulassungsinhaber Unterlagen besitzt,
die gemifl Artikel 13 den Anforderungen des Anhangs II der
genannten Richtlinie entsprechen, oder ob er Zugang zu solchen
Unterlagen hat.

(2)  Abweichend von Absatz 1 unterziehen die Mitgliedstaa-
ten jedes zugelassene Pflanzenschutzmittel, das Clopyralid, Cyp-
rodinil, Fosetyl oder Trinexapac entweder als einzigen Wirkstoff
oder als einen von mehreren Wirkstoffen enthilt und bis spites-
tens 30. April 2007 in Anhang I der Richtlinie 91/414/EWG auf-
gefithrt war, einer Neubewertung nach den einheitlichen
Grundsdtzen gemdfl Anhang VI der Richtlinie 91/414/EWG,
basierend auf Unterlagen, die den Anforderungen von Anhang III
der Richtlinie geniigen, und unter Beriicksichtigung des Eintrags
in Anhang I Teil B der genannten Richtlinie in Bezug auf Clopy-
ralid, Cyprodinil, Fosetyl und Trinexapac. Sie entscheiden auf der
Grundlage dieser Bewertung, ob das Pflanzenschutzmittel die
Bedingungen gemif$ Artikel 4 Absatz 1 Buchstaben b, ¢, d und e
der Richtlinie 91/414/EWG erfiillt.
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Nach dieser Entscheidung gehen die Mitgliedstaaten wie folgt vor:

a) Enthdlt ein Pflanzenschutzmittel Clopyralid, Cyprodinil,
Fosetyl oder Trinexapac als einzigen Wirkstoft, so wird die
Zulassung erforderlichenfalls bis spdtestens 30. April 2011
gedndert oder widerrufen,

oder

b) bei Pflanzenschutzmitteln, die Clopyralid, Cyprodinil, Fose-
tyl oder Trinexapac als einen von mehreren Wirkstoffen ent-
halten, wird die Zulassung erforderlichenfalls bis 30. April
2011 oder bis zu dem Datum geédndert oder widerrufen, das
die Richtlinie bzw. Richtlinien, durch die der betreffende
Wirkstoff in Anhang I der Richtlinie 91/414/EWG aufge-
nommen wurde, fiir die Anderung bzw. den Widerruf fest-
legen; maflgebend ist das spiteste Datum.

Artikel 4

Diese Richtlinie tritt am 1. Mai 2007 in Kraft.

Artikel 5

Diese Richtlinie ist an alle Mitgliedstaaten gerichtet.

Briissel, den 18. Juli 2006.

Fiir die Kommission
Markos KYPRIANOU

Mitglied der Kommission
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