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DYREKTYWA RADY 98/57/WE
z dnia 20 lipca 1998 r.
w sprawie kontroli organizmu Ralstonia solanacearum (Smith), Yabuuchi i wsp.

RADA UNII EUROPEJSKIEJ,

uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Wspdlnote Europejska, w
szczegllnosci jego art. 43,

uwzgledniajgc wniosek Komisji (1),

uwzgledniajgc opini¢ Parlamentu Europejskiego (%),

uwzgledniajac opini¢ Komitetu Ekonomiczno-Spotecznego (),

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

szkodliwy organizm Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi i
wsp. byl znany wczesniej jako Pseudomonas solanacearum (Smith)
Smith; Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi i wsp. stanie si¢
prawdopodobnie powszechnie przyjeta nazwa dla tego orga-
nizmu; niniejsza dyrektywa powinna uwzgledniaé ten fakt;

produkcja ziemniaka i pomidora zajmuje istotna pozycje w
rolnictwie Wspélnoty; wydajno$¢ produkeji ziemniaka i pomi-
dora jest stale zagrozona przez organizmy szkodliwe;

ochrona upraw ziemniaka i pomidora przed takimi szkodli-
wymi organizmami powinna nie tylko utrzymaé na obecnym
poziomie, ale nawet zwigkszy¢ wydajno$¢ produkgji rolnej;

srodki ochronne przed wprowadzeniem organizméw szkodli-
wych na terytorium Panstwa Czlonkowskiego moga mie¢ ogra-
niczony efekt, gdyby jednocze$nie nie prowadzono meto-
dycznej kontroli ich wystgpowania w catej Wspodlnocie i gdyby
nie zapewniono ochrony przed ich rozprzestrzenianiem sig;

() Dz.U. C 124 z 21.4.1997, str. 12 oraz Dz.U. C 108 z 7.4.1998,
str. 85.

() Dz.U.C14z19.1.1998, str. 34.

() Dz.U. C 206 z 7.7.1998, str. 57.

jednym z organizméw szkodliwych dla ziemniaka i pomidora
jest Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuubhi i wsp., czynnik pato-
genny w chorobie brunatnej zgnilizny ziemniaka i w bakte-
ryjnym wiednigciu  ziemniakéw oraz pomidoréw; epidemie
choroby spowodowanej tym patogenem wystgpowaly juz w
niektorych czgsciach Wspélnoty i nadal wystepuja pewne ogra-
niczone zrédla infekgji;

istnieje powazne ryzyko dla upraw ziemniaka i pomidora w
calej Wspdlnocie, jezeli nie zostang podjete skuteczne $rodki
ochrony tych roslin, polegajace na lokalizacji wystepowania
tego organizmu, okreSleniu jego rozpowszechnienia, tak by
zapobiec jego pojawieniu si¢ i rozprzestrzenianiu si¢ oraz w
przypadku znalezienia tego organizmu — zabezpieczeniu przed
jego rozprzestrzenieniem si¢ i likwidacji organizmu przez
usuniecie ro$lin wraz z korzeniami;

dla zapewnienia osiagnigcia powyzszych celow we Wspdlnocie
powinny by¢ podjete okreslone Srodki; ponadto Panistwa Czlon-
kowskie musza by¢ zdolne do podjecia w razie potrzeby dodat-
kowych lub bardziej rygorystycznych Srodkéw, kiedy nie
bedzie przeciwwskazafi co do transportowania ziemniakéw lub
pomidoréw we Wspdlnocie, z wyjatkiem sytuacji okreslonych
w dyrektywie Rady 77/93/EWG z dnia 21 grudnia 1976 r. w
sprawie dzialan ochronnych przeciwko wprowadzaniu do
Panistw Czlonkowskich organizméw szkodliwych dla roslin lub
produktéw roslinnych oraz przeciwko ich rozprzestrzenianiu
sie we Wspdlnocie (); o podjeciu takich $rodkéw nalezy powia-
domi¢ inne Pafistwa Czlonkowskie oraz Komisje;

nalezy podjaé¢ $rodki, ktére powinny uwzgledniaé fakt, ze
niezbedne sg systematyczne urzgdowe kontrole w celu zlokali-
zowania patogenu; takie kontrole powinny obejmowad
inspekcje oraz, kiedy zachodzi taka potrzeba, gdy w okreslo-
nych warunkach $rodowiskowych choroba moze pozostawad
w formie utajonej i nie dawac si¢ zaobserwowaé ani w rosng-
cych ziemniakach, ani w zmagazynowanych bulwach ziemnia-
czanych, to powinny one obejmowa¢ takze pobieranie probek i
ich badanie; rozprzestrzenianie si¢ patogenu na roélinach w
fazie wzrostu nie jest czynnikiem najwazniejszym, najgroz-
niejsze jest jego rozprzestrzenianie si¢ poprzez wody
powierzchniowe wraz z dzikimi roslinami psiankowatymi i
dlatego nawadnianie upraw ziemniaka i pomidora przy uzyciu
skazonej wody wydaje si¢ stanowil ryzyko zarazenia tych
upraw; patogen moze wystepowaé réwniez w samosiewach
ziemniaka i pomidora w zimie i moze stanowi¢ zrédlo infekgji
przeniesionej z jednego sezonu na drugi; patogen moze by¢
réwniez roznoszony przez skazenie ziemniaka wskutek
kontaktu z ziemniakami zakazonymi oraz poprzez kontakt z
urzadzeniami stosowanymi podczas uprawy, zbioru i przetwor-
stwa zbiordow, albo podczas transportu i magazynowania w
zbiornikach, ktére uprzednio zostaly zainfekowane tym orga-
nizmem, poprzez weczesniejszy kontakt z porazonymi ziemnia-
kami;

() Dz.U. L 26 z 31.1.1977, str. 20. Dyrektywa ostatnio zmieniona
dyrektywa Komisji 98/2/WE (Dz.U L 15 z 21.1.1998, str. 34).
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rozprzestrzenianie si¢ patogenu mozna zredukowad lub mozna
mu calkowicie zapobiec dzigki dekontaminacji odpowiednich
obiektow; jakiekolwiek zarazenie materialu siewnego ziemniaka
stanowi gléwne ryzyko rozprzestrzeniania si¢ patogenu;
podobnie utajona posta¢ infekcji ziemniaka stanowi powazne
ryzyko rozprzestrzeniania si¢ patogenu i mozna temu zapobiec
poprzez stosowanie materialéw siewnych ziemniaka wyprodu-
kowanych w ramach urz¢dowo zatwierdzonego programu, w
ktérym materialy siewne zostaly przebadane i uznane za wolne
od infekcji;

aktualna wiedza na temat biologii i epidemiologii Ralstonia sola-
nacearum (Smith) Yabuuchi i wsp. w warunkach europejskich nie
jest pelna i przewiduje si¢, ze w ciggu najblizszych kilku
sezon6éw konieczne bedzie dokonanie przegladu proponowa-
nych $rodkéw ostroznosci; przewiduje si¢ dokonanie podob-
nych ulepszefi w zakresie procedur badan, w wyniku dalszych
prac badawczych, szczegdlnie w odniesieniu do czuloéci oraz
specyficzno$ci metod badania, tak aby wybra¢ oraz wystanda-
ryzowaé optymalng wersje sposrod dostepnych metod badania;

w celu okreslenia danych szczegélowych, dotyczacych takich
ogolnych $rodkéw oraz bardziej restrykcyjnych i dodatkowych
srodkéw, ktore zostang podjete przez Pafstwa Czlonkowskie
dla zapobiezenia przenoszenia patogenu na ich terytorium,
pozadana jest S$cista wspdlpraca Pafstw Czlonkowskich z
Komisjg, koordynowana przez Staly Komitet ds. Zdrowia
Roslin (zwany dalej ,Komitetem”),

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Niniejsza dyrektywa dotyczy Srodkéw, jakie Panstwa Czlon-
kowskie podejmuja w celu zabezpieczenia si¢ przed szkodni-
kiem Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi i wsp., znanym
wezesniej jako Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith (zwanym
dalej ,organizmem”), w odniesieniu do roslin zywicielskich
powyzszego organizmu, wyszczegélnionych w zalaczniku 1
sekcja 1 (zwanych dalej ,wyszczegdlnionym materialem
rodlinnym”):

a) zlokalizowania organizmu i okreslenia jego wystepowania;

b) zabezpieczenia przed pojawieniem si¢ i rozprzestrzenianiem
sie tego organizmu; oraz

¢) w przypadku stwierdzenia obecno$ci tego organizmu -
zabezpieczenia przed jego rozprzestrzenianiem si¢ i jego
likwidacji przez usunigcie roslin z korzeniami.

Artykut 2

1.  Panstwa Czlonkowskie przeprowadzaja coroczne, syste-
matyczne urzedowe kontrole wystgpowania organizmu w
wyszczeg6lnionym materiale roSlinnym, pochodzagcym ze
swojego terytorium. W celu identyfikacji innych mozliwych
zrodet skazenia zagrazajacego produkcji wyszczegdlnionego
materialu ro$linnego, Pafistwa Czlonkowskie oceniaja wyste-
pujace ryzyko i jezeli stwierdza ryzyko rozprzestrzeniania sig
organizmu, prowadzig na obszarach produkcji wyszczegdlnio-
nego materiatu roslinnego docelowe kontrole urzgdowe wyste-
powania organizmu na ro§linach innych niz wyszczegélniony
material rolinny, facznie z dzikorosngcymi roslinami zywiciel-
skimi tego organizmu z rodziny psiankowatych, kontrole jego
obecnoéci w wodach powierzchniowych, uzywanych do
nawadniania lub zraszania wyszczegélnionego materiatu roslin-
nego oraz w odpadach plynnych pochodzacych z przetworstwa
przemystowego wyszczeg6lnionego materiatu roslinnego, a
takze w sortowniach i pakowalniach wyszczegdlnionego mate-
rialu roslinnego i na obicktach stuzacych do nawadniania i
zraszania wyszczegélnionego materiatu roslinnego. Zakres tych
docelowych kontroli jest okreslany stosownie do stwierdzonego
stopnia ryzyka przenoszenia organizmu. Panstwa Czlonkowskie
moga takze prowadzi¢ urzgdowe kontrole wystgpowania orga-
nizmu na takich materialach, jak pozywki, gleba i odpady stale
z przetworstwa przemystowego lub procesu czyszczenia i
pakowania.

2. Kontrole urzgdowe, przewidziane w ust. 1, przeprowadza
sie:

a) na wyszczeg6lnionym materiale roslinnym, zgodnie z usta-
leniami przedstawionymi w zalaczniku I sekcja 1T pkt 1;
oraz,

=

w przypadku rodlin zywicielskich innych niz wyszczeg6l-
niony material roslinny, wéd powierzchniowych, lacznie z
odpadami cieklymi, zgodnie z wlasciwymi metodami, a
takze gdy zaistnieje taka potrzeba, nalezy pobraé probki i
podda¢ je badaniu urzgdowemu lub w urzgdowo nadzoro-
wanym laboratorium;

¢) w razie potrzeby, kontroli nalezy podda¢ inne materialy,
stosujgc wlasciwe metody.

Dalsze szczegdlowe informacje, dotyczace procedur kontrol-
nych oraz liczb, pochodzenia i czasu pobierania prébek do
kontroli, zostana ustalone przez odpowiednie organy urze-
dowe, w rozumieniu dyrektywy 77[93/EWG, w oparciu o
wlasciwe zasady naukowe i statystyczne oraz znajomosé
biologii organizmu, uwzgledniajac specyfike poszczegdlnych
systeméw produkeyjnych wyszczegdlnionego materialu roslin-
nego oraz, w miare potrzeb, innych roslin zywicielskich tego
organizmu, wystepujacych w danym Pafistwie Czlonkowskim.

3. Szczegblowe informacje i wyniki kontroli urzedowych,
przewidzianych w ust. 1 sa co roku przekazywane do wiado-
mosci innych Panstw Czlonkowskich oraz do Komitetu,
zgodnie z ustaleniami zalacznika I sekcja IT pkt 2. Notyfikacje
takie nalezy dostarczy¢ do dnia 1 czerwca, z wyjatkiem notyfi-
kacji dotyczacych ziemniakéw przeznaczonych na material
siewny dla gospodarstw rolnych, w tym przypadku — do dnia 1
wrzesnia. Szczegblowe informacje o przebiegu kontroli i jej
wynikach odnosza si¢ do produkcji z poprzedniego roku, o
czym moze by¢ powiadomiony takze Komitet.
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4. Przyjmuje si¢ nastgpujace przepisy, zgodnie z procedurg
ustanowiong w art. 16a dyrektywy 77/93[EWG:

— wiasciwe metody kontroli i analiz laboratoryjnych, przewi-
dziane w ust. 2 akapit pierwszy lit. b).

5. Mozna przyja¢ nastepujace przepisy, zgodnie z procedurg
przewidziang w art. 16a dyrektywy 77/93/EWG:

— wlasciwe metody kontroli, przewidziane w ust. 2 akapit
pierwszy lit. c),

— dalsze szczegdlowe informacje dotyczace kontroli, przewi-
dziane w ust. 2 akapit drugi, w celu zapewnienia poréwny-
walnego poziomu bezpieczefistwa w Panistwach Czlonkow-

skich.

Artykut 3

Pafistwa Czlonkowskie dostarczg do wlasciwych organéw urze-
dowych informacje o podejrzeniu wystapienia lub o potwier-
dzonej obecnosci organizmu na ich obszarze.

Artykut 4

1. We wszystkich przypadkach podejrzent co do wystapienia
organizmu odpowiedzialne organy Panstwa(-w) Czlonkow-
skiego(-ch) zapewnia urzedowe lub urzegdowo nadzorowane
analizy laboratoryjne wyszczeg6lnionego materiatu roslinnego,
przy uzyciu odpowiednich metod, okreslonych w zalgczniku II
oraz zgodnie z warunkami wymienionymi w zalgczniku III pkt
1 albo we wszystkich innych przypadkach, przy uzyciu innej
urzgdowo uznanej metody, potwierdzajacej lub wykluczajacej
podejrzewana obecno$¢ organizmu. W przypadku potwier-
dzenia obecnosci organizmu, zostang spelnione wymagania
ustanowione w zalaczniku III pkt 2.

2. Do czasu potwierdzenia lub wykluczenia podejrzewanej
obecnosci organizmu wedlug ust. 1, we wszystkich przypad-
kach podejrzewania wystapienia organizmu, albo:

i) zostang zaobserwowane objawy diagnostyczne choroby
spowodowanej przez organizm i otrzyma si¢ pozytywne
wyniki szybkiego badania(-fi) przesiewowego(-ych), okreslo-
nego w zalaczniku II sekcja I pkt 1 oraz sekcja IT; albo

ii) otrzyma si¢ wynik pozytywny badania(-i) przesiewowego
(-ych), okreslonego(-ch) w zalaczniku II sekcja I pkt 2 oraz
sekcja 111,

i odpowiedzialne organy Panstw Czlonkowskich, w zakresie
dotyczacym ich wlasnej produkeji:

a) wydadzg zakaz przenoszenia roslin oraz bulw ze wszystkich
zbioréw, serii produkcyjnych oraz wysytkowych, z ktérych
pobrano probki, z wyjatkiem tych znajdujacych si¢ pod
kontrolg, o ktérych wiadomo, Ze nie wystgpuje podejrzenie
ryzyka rozprzestrzeniania si¢ organizmu;

b) podejma odpowiednie kroki dla wysledzenia pochodzenia
podejrzanej obecnosci organizmu;

c) wprowadzg wlasciwe dodatkowe S$rodki ostroznosci, w
oparciu o znajomos¢ stopnia oszacowanego ryzyka, szcze-
g6lnie w odniesieniu do produkcji wyszczegélnionego mate-
rialu rodlinnego oraz przenoszenia materialdw siewnych
ziemniakéw innych niz te, do ktérych odnosi si¢ lit. a),
wyprodukowanych w miejscu, z ktdrego pobrano prébki,
do ktérych odnosi si¢ lit. a), aby zapobiec jakiemukolwiek
rozprzestrzenieniu si¢ organizmu.

3. W przypadkach podejrzenia obecnosci organizmu, w
ktérych wystepuje ryzyko skazenia wyszczeg6lnionego mate-
riatu rolinnego lub wod powierzchniowych ze Zrédet w innym
Pafistwie Czlonkowskim lub wystepowania ryzyka przenie-
sienia tego organizmu na teren innego Panstwa(-w) Czlonkow-
skiego(-ch), Panstwo Czlonkowskie, w ktérym stwierdzono
podejrzenie wystapienia organizmu, niezwlocznie przekaze
innym Pafstwom Czlonkowskim informacje szczegblowe,
zgodnie ze stwierdzonym ryzykiem, o podejrzewanej obecnosci
organizmu i zostanie nawigzana wlasciwa wspolpraca miedzy
Pafistwami Czlonkowskimi. W ten sposéb powiadomione
Panistwa Czlonkowskie wprowadza $rodki ostroznosci, zgodnie
z ust. 2 lit. ¢) i podejma dalsze dzialania, we wlasciwy sposéb,
zgodnie z ust. 11 2.

4. Mozna przyjaé nastepujacy przepis, zgodnie z procedura
przewidziang w art. 16a dyrektywy 77/93[EWG:

— $rodki, okreslone w ust. 2 lit. c).

Artykut 5

1. Jezeli urzedowe lub urzedowo nadzorowane badania
wyszczegllnionego materiatu rolinnego, wykonane z zastoso-
waniem wla$ciwych metod, podanych w zalgczniku 11 lub w
innych przypadkach przy uzyciu innych urzedowo uznanych
metod, potwierdzg obecno$¢ organizmu w prébce pobranej
zgodnie z niniejsza dyrektywa, to upowaznione organy
Pafistwa Czlonkowskiego, dzialajace w oparciu o zdrowe
zasady naukowe, biologie organizmu, odpowiednio do specy-
fiki poszczegdlnych systeméw produkcji, wprowadzania do
obrotu i przetwarzania rodlin zywicielskich organizmu w tym
Pafistwie Czlonkowskim:

a) w przypadku wyszczegdlnionego materiatu roslinnego:

i) ustala zakres badan zmierzajacych do okreslenia
rozmiaru i pierwotnych Zrédel(-ta) skazenia, zgodnie z
przepisami zalacznika IV, przeprowadzajac dalsze
badania zgodnie z art. 4 ust. 1, przynajmniej na spok-
rewnionych klonowo siewkach i zapasach materialu
siewnego ziemniaka, oraz
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ii) oznacza jako skazony wyszczegdlniony material 2. Panstwa  Czlonkowskie niezwlocznie  powiadomia

rodlinny, seri¢ wysylkowa i/lub seri¢ produkcyjng, z
ktérej pobrano prébke, oraz maszyny, pojazdy, maga-
zyny lub ich czgsci, oraz wszelkie inne obiekty, tacznie
z materialami opakowan, bedacymi w kontakcie z
wyszczegblnionym materialem rodlinnym, z ktérego
pobrano probke; oznaczal jako skazone réwniez, gdy
zajdzie potrzeba, pole(-a) uprawne zabezpieczonej
produkgji oraz miejsca, z ktérych pobrano prébke; oraz
w przypadku prébek pobranych w okresie sezonu wege-
tacyjnego, oznacza¢ jako skazone pole(-a) uprawne,
miejsce(-a) produkcji oraz, gdy zachodzi potrzeba,
produkty, z ktérych zostata pobrana prébka, oraz

iii) ustala, zgodnie z przepisami zalgcznika V pkt 1, zakres
mozliwego skazenia na drodze kontaktu przed i po
zbiorach, w produkcji, podczas nawadniania lub
zraszania lub poprzez powiazania klonalne, z ozna-
czanym skazeniem, oraz

iv) wytycza strefe ochronng, w oparciu o oznaczenie
skazenia zgodnie z ii), okre$la rozmiar mozliwego
skazenia zgodnie z ppkt iii) i mozliwe rozprzestrze-
nienie si¢ organizmu, zgodnie z przepisami zalacznika
V pkt 2 ppkt i);

w przypadku zbioréw rodlin zywicielskich organizmu,
innych niz wyszczegélnione w lit. a), gdy produkcja
wyszczegdlnionego materialu roslinnego zostanie oceniona
za ryzykowna:

i) przeprowadzg badania zgodnie z lit. a) ppkt i); oraz

ii) oznaczg jako skazone rosliny zywicielskie organizmu, z
ktorych zostala pobrana prébka; oraz

iii) okresla prawdopodobne skazenie i wytycza strefe
ochronng, zgodnie z lit. a) ppkt iii) i ppkt iv), odpo-
wiednio, w odniesieniu do produkcji wyszczegélnionego
materiatu roslinnego;

w przypadku wod powierzchniowych (facznie z odpadami
plynnymi z przetworstwa przemystowego lub czyszcze-
niem, sortowaniem pakowaniem wyszczeg6lnionego mate-
rialu ro$linnego) oraz dzikorosnacych roslin zywicielskich,
gdy produkcja wyszczegélnionego materialu roslinnego
zostanie uznana za ryzykowng, w zwigzku z nawadnianiem,
zraszaniem lub zalaniem wodami powierzchniowymi:

i) ustala zasady badan, lacznie z urzedowa kontrola w
odpowiednich okresach czasu, probek wody powierzch-
niowej oraz, jesli one wystepuja, probek dzikorosngcych
rodlin  zywicielskich z rodziny psiankowatych orga-
nizmu, w celu okreslenia rozmiaru skazenia; oraz

ii

=

oznaczg jako skazong wod¢ powierzchniows, z ktérej
pobrano probke(-i), we wlasciwym zakresie, na
podstawie badania zgodnie z ppkt i); oraz

i) okresla prawdopodobne skazenie i wytyczg strefe
skazenia, na podstawie oznaczenia skazenia zgodnie z
ppkt ii), oraz mozliwe rozprzestrzenienie si¢ organizmu,
przy uwzglednieniu przepiséw zalgcznika V pkt 1 oraz
pkt 2 ppkt ii).

pozostale Panstwa Czlonkowskie oraz Komitet, zgodnie z prze-
pisami zalacznika V pkt 3, o wszelkich skazeniach oznakowa-
nych zgodnie z ust. 1 lit. a) ppkt ii) oraz ust. 1 lit. ¢) ppkt ii)
oraz o szczegOlach dotyczacych wytyczonej strefy skazenia,
zgodnie z ust. 1 lit. a)) ppkt iv) oraz, gdy stosuje si¢ ust. 1 lit.
¢) ppkt iii), zgodnie z tym ustgpem. Szczegblowe informacje o
tresci powiadomienia, wystanego zgodnie z tym ustgpem sg
dostarczane do Komitetu.

Panistwa Czlonkowskie w tym samym czasie dostarcza do
Komitetu dodatkowe powiadomienia, okreslone w zalaczniku V
pkt 4. Szczegdlowe dane z tego powiadomienia, zgodnie z tym
akapitem, zostang niezwlocznie dostarczone do czlonkéw
Komitetu.

3. W wyniku powiadomienia wyslanego zgodnie z ust. 2
oraz jego elementow, inne Pafistwa Czlonkowskie, wyszczegdl-
nione w powiadomieniu, przeprowadza badania zgodnie z
ust. 1 lit. a) ppkt i) oraz, jesli si¢ stosuje, ust. 1 lit. ¢) ppkt i) i
podejma dalsze stosowne dzialania, zgodnie z ust. 11 2.

Artykut 6

1. Panstwa Czlonkowskie zarzadza, ze wyszczegdlnionego
materiatu rolinnego, oznaczonego jako skazony wedlug art. 5
ust. 1 lit. a) ppkt ii) nie wolno wysadza¢ oraz ze pod kontrolg
i za zgodg upowaznionych organéw zostanie on poddany
jednemu z przepiséw zalgcznika VI pkt 1, w sposéb zapew-
niajgcy, ze nie powstanie mozliwe do zidentyfikowania ryzyko
rozprzestrzeniania si¢ organizmu.

2. Panstwa Czlonkowskie zarzadza, ze wyszczegdlniony
material rodlinny, okreslony jako prawdopodobnie zanieczy-
szczony, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt iii) oraz lit. ¢) ppkt
iii), tacznie z wyszczegblnionym materialem roslinnym, dla
ktérego zidentyfikowano ryzyko, wyprodukowanym na miejscu
produkcji oznaczonym jako prawdopodobnie skazone, na
mocy art. 5 ust. 1) lit. a) ppkt iii) nie moze by¢ wysadzany i
zostanie, pod kontrola upowaznionych organéw urzedowych,
wlasciwie zastosowany lub we wlasciwy sposéb przeznaczony
na odpady, zgodnie z zalgcznikiem VI pkt 2, tak ze nie
powstanie mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrze-
nienia si¢ organizmu.

3. Panstwa Czlonkowskie zarzadza, ze wszelkie maszyny,
pojazdy, zbiorniki, magazyny lub ich czesci oraz jakiekolwiek
inne obiekty, tacznie z materialem opakowan, oznaczone jako
skazone na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii) lub okreslone
jako prawdopodobnie skazone na mocy 5 ust. 1 lit. a) ppkt iii)
oraz lit. ¢) ppkt ii), zostang albo zniszczone, albo oczyszczone
ze skazenia, przy zastosowaniu wilasciwych metod, zgodnie z
zalacznikiem VI pkt 3. Po dekontaminacji wszystkie te obiekty
nie beda juz dluzej uwazane za skazone.
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4. Bez uszczerbku dla $rodkéw wprowadzonych w zycie
zgodnie z ust. 1, 2 i 3, Panstwa Czlonkowskie zastosuja
zasade, ze w strefie skazonej, wytyczonej na mocy art. 5 ust. 1
lit. a) ppkt iv) oraz lit. ¢) ppkt iii), zostanie wprowadzonych
szereg Srodkéw, wyszczegdlnionych w zalaczniku VI pkt 4.1. i
4.2. Szczegblowe informacje o podjetych Srodkach sa co roku
dostarczane innym Panstwom Czlonkowskim oraz Komisji.
Szczegbdlowe informacje moga zosta¢ dostarczone do Komitetu.

Artykut 7

1. Panstwa Czlonkowskie zarzadza, ze materialy siewne
spetniajg wymogi dyrektywy 77/93/EWG oraz pochodza w linii
prostej z materialu siewnego ziemniaka otrzymanego w
ramach urzgdowo uznanego programu, wolnego od orga-
nizmu, zgodnie z badaniami urzedowymi lub przeprowadzo-
nymi pod nadzorem urz¢dowym, z uzyciem odpowiedniej
metody, okreslonej w zalaczniku IL

Wyzej okreSlone badania sa wykonywane przez Pafstwo
Czlonkowskie:

a) w przypadkach, w ktérych potwierdzono obecno$¢ orga-
nizmu w ich wlasnej produkecji materiatu siewnego,

i) przez sprawdzenie rolin, od ktérych pochodzi materiat
roélinny, facznie z selekcjg materiatu do klonowania oraz
systematycznym badaniem klonéw podstawowego mate-
rialu przeznaczonego do sadzenia; lub

ii) w przypadkach stwierdzenia braku powinowactwa w
zakresie klonowania, poprzez badanie wszystkich
podstawowych klonéw materiatu do sadzenia lub roélin,
od ktérych pochodza, facznie z elitarnym materialem
siewnym wybranym do klonowania, oraz

b) w innych przypadkach albo wszystkich roslin z poczatkowej
selekcji do klonowania lub reprezentatywnych prébek mate-
rialu siewnego, albo roslin, od ktérych pochodza.

2. Mozna przyjaé nastepujace przepisy, zgodnie z procedura
przewidziang w art. 16a dyrektywy 77[93/EWG:

— szczegblowe zasady stosowania ust. 1 akapit drugi lit. a),

— zasady odnoszace si¢ do reprezentatywnych prébek,
zawarte w ust. 1 akapit drugi lit. b).

Artykut 8

Panstwa Czlonkowskie wprowadza zakaz przechowywania
organizmu oraz manipulowania tym organizmem.

Artykut 9

Bez uszczerbku dla przepisow dyrektywy 77/93/EWG, Pafistwa
Czlonkowskie mogg zezwoli¢ na odstepstwa od srodkéw okres-
lonych w art. 6 i 8 niniejszej dyrektywy, zgodnie z przepisami
dyrektywy 95/44[EWG (), jesli zamierzajg podja¢ préby i prace
naukowe oraz prace nad selekcja odmianows.

Artykut 10

Panstwa Czlonkowskie moga przyjaé, w odniesieniu do ich
wlasnej produkeji takie dodatkowe lub bardziej radykalne
srodki, jakie moga by¢ potrzebne do zwalczenia organizmu,
albo dla zapobiezenia jego rozprzestrzenianiu si¢, w zakresie
zgodnym z przepisami dyrektywy 77/93/EWG.

Szczegblowe dane na temat podjetych Srodkéw nalezy dostar-
czy¢ do innych Panstw Czlonkowskich i do Komisji. Ponadto
szczegblowe informacje o tej notyfikacji moga zostaé przestane
do Komitetu.

Artykut 11

Zmiany w zalacznikach do niniejszej dyrektywy, ktére beda
dokonane w wyniku rozwoju wiedzy naukowej lub technicznej,
nalezy przyja¢ zgodnie z procedura przedstawiong w art. 16a
dyrektywy 77/93[EWG. W przypadku zastosowania metod
ustanowionych w zalaczniku II oraz $rodkéw ustanowionych w
zalaczniku VI pkt 4.1 i 4.2 do niniejszej dyrektywy, zostaje
przygotowane sprawozdanie przez Komisje. Sprawozdanie to
przedstawia metody i $rodki oparte na zdobytym dos$wiad-
czeniu. Raport nalezy dostarczy¢ do Komitetu przed dniem 1
stycznia 2002 r.

Artykut 12

1. Panstwa Czlonkowskie wprowadzg w zycie przepisy usta-
wowe, wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania
niniejszej dyrektywy przed dniem 21 sierpnia 1999 r. i
niezwlocznie powiadomig o tym Komisje.

Srodki te zawieraja odniesienie do niniejszej dyrektywy lub
odniesienie to towarzyszy ich urzedowej publikacji. Metody
dokonywania takiego odniesienia okreslane s3 przez Panfstwa
Czlonkowskie.

2. Panstwa Czlonkowskie niezwlocznie przekaza Komisji
teksty podstawowych przepisow prawa krajowego, przyjetych
w dziedzinach objetych niniejsza dyrektywa. Komisja poinfor-
muje o tym pozostate Panistwa Czlonkowskie.

() Dz.U. L 184 z 3.8.1995, str. 34. Dyrektywa ostatnio zmieniona
dyrektywa Komisji 97/46/WE (Dz.U L 204 z 31.7.1997, str. 43).
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Artykut 13 Sporzadzono w Brukseli, dnia 20 lipca 1999 r.
Niniejsza dyrektywa wchodzi w zycie z dniem jej opubliko- L
wania w Dzienniku Urzgdowym Wspélnot Europejskich. W imieniu Rady
W. MOLTERER
Artykut 14 Przewodniczgcy

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Cztonkowskich.
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ZALACZNIK I

SEKCJA I
Wykaz roslin zywicielskich dla Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi i wsp., okreslonych w art. 1

Rosliny (facznie z bulwami), inne niz nasiona Solanum tuberosum L. Ziemniak

Roéliny, inne niz owoce i nasiona Lycopersicon lycopersicum (L) Karsten ex Farw. Pomidor

SEKCJA I
Kontrole

1. Kontrole urzgdowe, okreslone w art. 2 ust. 2 lit. a) beda oparte na znajomosci biologii organizmu oraz
uwzglednia specyfike poszczegdlnych systemow produkcji w okreslonym Panistwie Czlonkowskim. Beda one obej-
mowac:

i) w przypadku ziemniaka:

— we whasciwym czasie kontrole wzrokowe rosnacych roélin i/lub pobranie prébek zaréwno materiatu siew-
nego, jak i innych czgéci rodlin w okresie wegetacji lub z magazynu. Probki te zostang poddane kontroli
urzgdowej lub pod urzgdowym nadzorem, poprzez nacigcie bulw i kontrole wzrokowa, oraz

— w przypadku materialu siewnego i wtedy, gdy jest to wlasciwe dla innych czesci rodlin ziemniakow,
badanie laboratoryjne urzgdowe lub pod urzgdowym nadzorem, z uzyciem metody wymienionej w
zalgczniku 11,

ii) w przypadku pomidora:
— wzrokowa we wlasciwej fazie wegetacji, w szczegdlnosci sadzonek przeznaczonych dla plantacji produkcyj-
nych.
2. Notyfikacja z urzgdowej kontroli, okreslonej w art. 2 ust. 3 zawiera:

i) w przypadku kontroli ziemniakow:
— oszacowanie arealu (w hektarach) plantacji materialu siewnego i innych ziemniakéw,
— podzial wedlug kategorii materiatu siewnego oraz sposobu przechowywania, gdzie sytuacja tego wymaga,

z uwzglednieniem regionu,

— liczba oraz czas pobrania prébek do badan,
— liczba kontroli wzrokowych na plantacjach,
— liczba (i wielko§¢ prébki) do kontroli wzrokowej bulw;

i) w f)rzypadku kontroli ro$lin pomidora, przeznaczonych do rozsady, przeprowadzonych w fazie wzrostu
roélin,
— szacunkowa liczba roélin,
— liczba kontroli wizualnych;

i) w przypadku kontroli roélin zZywicielskich organizmu, innych niz ziemniak i pomidor, lacznie z dzikorosna-
cymi ro$linami zywicielskimi z rodziny psiankowatych dla organizmu:
— gatunek,
— liczba i czas pobrania prébek,
— obszar[rzeka, z ktorych pobrano prébki, stosowanie do okolicznosci,
— metody analizy;

iv) w przypadku kontroli wody i odpadéw plynnych z przemystowego przetwérstwa lub pomieszczen do pako-
wania:
— liczba i czas pobrania prébek,
— powierzchnia/rzeka/lokalizacja obiektu, z ktérych pobrano probki, stosownie do okolicznosci,
— metoda analizy.
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SCHEMAT BADANIA DIAGNOSTYCZNEGO, WYKRYWANIA ORAZ IDENTYFIKACJI RALSTONIA SOLNA-

Przedstawi

i) diagno

ZALACZNIK I

CEARUM (SMITH) YABUUCHI I WSP.
ZAKRES BADANIA

ony schemat opisuje rozne procedury, odnoszace si¢ do:

styki brunatnej zgnilizny ziemniaka oraz bakteryjnego wiednigcia ziemniaka i pomidora;

ii) wykrywania Ralstonia solanacearum w probkach bulw ziemniaka;

iif) identyfikacji Ralstonia solanacearum.

W uzupelnieniach dostarczamy dane szczegblowe, dotyczace przygotowania materialéw do badania, tzn. pozywek,

buforéw, roztworéw oraz odczynnikow.

SEKCJA I:

SEKCJA II:

SEKCJA III

Dodatek 1
Dodatek 2
Dodatek 3
Dodatek 4
Dodatek 5
Dodatek 6
Dodatek 7
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Schemat badania
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SEKCJA 1

SCHEMAT BADANIA

Diagnostyka brunatnej zgnilizny ziemniaka oraz bakteryjnego wiednigcia ziemniaka i pomidora

Procedura badania jest przeznaczona dla bulw ziemniaka z objawami typowymi dla brazowej zgnilizny, lub pozwalajacymi przypuszczad
wystepowanie brazowej zgnilizny oraz dla roélin ziemniaka i pomidora, z objawami typowymi dla wiedniecia bakteryjnego lub podejrze-
niem jego wystapienia. Procedura ta obejmuje szybkie badanie przesiewne, izolacje patogenu z porazonej tkanki naczyniowej na pozywke

diagnostyczng oraz, w przypadku wyniku pozytywnego, identyfikacj¢ hodowli jako Ralstonia solanacearum.

Schemat blokowy procedury

rosliny ziemniaka lub pomidora albo bulwy ziemniaka z objawami choroby (1)

Y

szybkie badania przesiewne (2)

\

[ZOLACJA

Y

kolonie o typowej morfologii

Y

TAK

Y

BADANIE(A) ZGODNOSCI

identyfikacja (4) czystej kultury, jako
Ralstonia solanacearum oraz badanie na

patogennos¢ ()

TAK

Y

NIE >

Roéliny iflub bulwy porazone Ralstonia solanacearum

NIE (%)

Y

Rosliny i/lub bulwy nie porazone
Ralstonia solanacearum
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Objasnienia do schematu:

()

)

Opis objawéw znajduje si¢ w sekcji I1.1.

Szybkie badania przesiewne ulatwiaja wstgpna diagnozg.

Wiasciwe badania to:

— badanie przeplywu przez tkanke naczyniows lodygi (sekcja Il ust. 2),
— badanie na obecnos¢ granulek poli-p-hydroksymaslanu (sekcja II ust. 2),
— badanie IF (sekcja IIl ust. 2),

— badanie ELISA (sekgja IIl ust. 3),

— badanie PCR (sekcja IIT ust. 4).

Izolacja patogenu z materiatu roslinnego o typowych objawach chorobowych przez posiew na plytkach jest
metodg prosta, ale hodowla moze si¢ nie uda¢ w przypadkach zaawansowanych stadiéw infekcji. Bakterie saprofi-
tyczne, ktére rosng na porazonych tkankach, moge je przerasta¢ lub moga hamowaé wzrost patogenu w pozywce
izolacyjnej. W przypadku gdy badania izolacji s3 negatywne, ale objawy choroby maja charakter typowy, nalezy
powtorzy¢ izolacje, najlepiej wykonujac selektywne badanie wysiewania na plytkach.

Wiarygodna identyfikacje czystej kultury Ralstonia solanacearum otrzymuje si¢ przy zastosowaniu przynajmniej
jednego z badafn wyszczegdlnionych w sekcji 1L.4.1, w polaczeniu z badaniem na patogenno$¢ (sekcja 11.4.3).
Charakterystyka szczepu jest opcjonalna, ale zaleca si¢ wykonanie jej w kazdym nowym przypadku.
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Wykrywanie oraz identyfikacja Ralstonia solanacearum w prébkach bulw ziemniaka

Procedur¢ opracowano dla wykrywania utajonych infekcji bulw ziemniaka, przy uzyciu jednego, a najlepiej wigcej niz jednego badania

przesiewowego. W przypadku wyniku pozytywnego te badania nalezy uzupelni¢ izolujac patogen, a w przypadku izolacji typowych
kolonii, poprzez identyfikacj¢ czystej kultury jako Ralstonia solanacearum.

Schemat blokowy procedury

Probka bulw ziemniaka (1)

Y

BADANIA PRZESIEWOWE (2)

\

badanie IF (%) iflub
selektywne wysiewanie na plytkach (*) z opcjonalnymi
badaniami dodatkowymi:

badanie ELISA (%)
badanie PCR (6)
badanie(a) wzbogacania (7)

Y Y

przynajmniej jeden ] . o Prébka nie
wynik badania wszystkie wyniki negatywne > porazona Ralstonia
pozytywny solanacearum
BADANIE(A) IZOLAC]T
selektywne i/lub badanie
wysiewanie biologiczne
na ®
Kolonie o typowej morfologii
Prébka nieporazona
TAK NIE > Ralstonia
solanacearum
BADANIE(A) ZGODNOSCI
identyfikacja (°) kultury jako Ralstonia
solanacearum oraz badanie na patogenno$¢ (%)
Prébka nie
TAK NIE porazona Ralstonia
solanacearum

prébka zakazona przez Ralstonia
solanacearum
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Objasnienia do schematu:

)

Wielko$§¢ prébki

Standardowa wielkos¢ prébki obejmuje 200 bulw. Jednakze procedur¢ mozna zastosowaé do prébek zawierajacych mniej niz 200
bulw.

Badanie(-a) przesiewowe

Pojedyncze badanie moze okazac si¢ niewystarczajaco czute lub wiarygodne do wykrywania Ralstonia solanacearum w prébee. Dlatego
zaleca si¢ wykonanie wigcej niz jednego badania. Najlepiej byloby, gdyby badania opieraly si¢ na réznych podstawach biologicznych.

Badanie immunofuorescencyjne (IF)

Badanie IF jest badaniem o dobrych podstawach analitycznych. Stanowi to o jego przewadze nad innymi badaniami, ktére sg obecnie
na etapie dopracowywania lub nie zostaly jeszcze w pelni uwiarygodnione. Badanie IF stosuje si¢ do wielu innych bakterii objetych
ustawa, takich jak np. Clavibacter michiganensis odmiana sepedonicus. Jest ono czulym badaniem (prog czutoici wynosi 104-10° komérek
na 1 ml ekstraktu z ziemniaka).

Czynnikiem krytycznym dla wiarygodnosci badania IF jest jako$¢ surowicy. Dopuszczalna jest jedynie surowica o wysokim mianie (co
najmniej 2000 dla normalnej surowicy). Wszystkie badania trzeba wykonywac stosujac odpowiednie miano surowicy i przynajmniej
jedno rozcienczenie ponizej poziomu miana surowicy. Preferowana jest metoda posrednia. Metode bezposrednig mozna stosowal
jedynie wtedy, gdy badanie wykazuje czulo$¢ i specyficzno$¢ odpowiadajace metodzie posredniej.

Badanie IF daje korzysci zwigzane z subiektywna metods interpretacji morfologii wybarwionych komérek oraz pomiarem intensyw-
nosci fluorescencji, informujacej o specyficznosci reakcji. Czgsto obserwuje si¢ reakcje krzyzowe serologicznie spokrewnionych
bakterii pochodzacych z gleby, lub zawartych w tkankach ziemniaka o morfologii komérek odpowiadajacej Ralstonia solanacearum.
Badanie IF mozna stosowal jako jedyne badanie przesiewowe, cho¢ w przypadku podejrzenia wystapienia reakcji krzyzowych nalezy
wykona¢ dodatkowe badanie przesiewowe, oparte na innej zasadzie biologicznej. W takim przypadku najwlasciwsze jest badanie
selektywne wysiewania na plytkach.

Badanie selektywne wysiewania na plytkach

Jest to specyficzne i selektywne badanie na obecno$¢ Ralstonia solanacearum, pod warunkiem zastosowania zmodyfikowanej pozywki
SMSA oraz przedstawionej metodyki pracy. Wynik otrzymuje si¢ po 3-6 dniach od przygotowania probki. Patogen otrzymuje sie
bezposrednio w hodowli i mozna go latwo zidentyfikowal. Aby w pelni wykorzysta¢ przeprowadzone badanie, nalezy bardzo
starannie przygotowac probke, aby uniknaé zanieczyszczenia jej bakteriami wtérnymi, obecnymi na bulwie ziemniaka, ktére wspotza-
wodnicza w wykorzystaniu pozywki z Ralstonia solanacearum i moga hamowa¢ wzrost patogenu. Niektore szczepy moga stabo rosnaé
na pozywce, gdy skladniki pozywki wywieraja ujemny wplyw na organizm docelowy. Wymagana jest takze dokladnos¢, podczas
réznicowania Ralstonia solanacearum od innych bakterii, ktére moga rosnaé na pozywce. Selektywny posiew na plytkach moze byé
stosowany jako jedyne badanie przesiewowe, gdy nie podejrzewa si¢ inhibicji wzrostu Ralstonia solanacearum przez inne bakterie na
plytce. Negatywny wynik badania powinno si¢ zweryfikowac stosujac inne badanie pozwalajace potwierdzi¢ lub wykluczy¢ obecnosé
tego organizmu. W takich przypadkach najlepszym badaniem jest badanie IF.

Badanie ELISA

Badanie ELISA jest generalnie mniej czule niz badanie IF (prog czulosci wynosi 102-10" komoérek na 1 ml ekstraktu ziemniaka). To
badanie jest tanie i szybkie, ale generalnie czg¢sciej daje mylne pozytywne wyniki (reakcje krzyzowe) oraz mylne ujemne wyniki (inhi-
bicja przez czasteczki fenoli obecne w ekstrakcie z ziemniaka). Wymagania odno$nie do specyficznosci surowicy sa wyjatkowo
wysokie. Dlatego badania ELISA nie mozna stosowa¢ jako jedynego badania przesiewowego.

Badanie PCR

Badanie PCR cechuje si¢ bardzo czulym wykrywaniem, cho¢ reakcja jest fatwo hamowana przez skladniki ekstraktu roslinnego lub
ekstraktu z bulwy, co daje wyniki falszywie ujemne. Niektore wyhodowane szczepy ziemniaka zawierajg wigcej inhibitoréw niz inne
szczepy. Dlatego konieczne jest usunigcie tych inhibitorow. Inhibicj¢ mozna zmniejszy¢ poprzez rozcieficzanie, lecz w tym przypadku
rozcieficza si¢ takze populacje Ralstonia solanacearum. Nalezy zachowal szczegdlng ostrozno$¢ na wszystkich etapach przygotowania
probki oraz przygotowania badania tak, aby zapobiec zanieczyszczeniu, ktére mogloby spowodowaé falszywie pozytywny wynik.
Mozna réwniez otrzymaé wynik falszywie pozytywny w przypadku homologii sekwencji innych organizméw. Z tego powodu nie
mozna uzywac bezposredniego badania PCR jako pojedynczego badania przesiewowego.

Badanie na wzbogacanie

Inkubacja probek z ekstraktu ziemniaka w hodowli semi-selektywnej, takiej jak hodowla na pozywce SMSA, umozliwia namnozenie
Ralstonia solanacearum. Co jednak jest bardziej istotne, umozliwia takze rozcieficzenie potencjalnych inhibitoréw w badaniu ELISA lub
PCR. Mozna wykry¢ Ralstonia solanacearum we wzbogaconej hodowli stosujac badanie IF, ELISA lub PCR. Nie zalecamy jednak bezpo-
$redniego wysiewania na plytki z hodowli wzbogaconej. Metody wzbogacania nie zostaly dostatecznie sprawdzone i przebadane.
Zostaly umieszczone w niniejszym badaniu, poniewaz wykazuja potencjalnie duze mozliwosci. Ze wzgledu na stosunkowo male
doswiadczenie w wykorzystaniu badaf, nie moga by¢ one stosowane jako pojedyncza metoda wykrywania poszukiwanego orga-
nizmu.

Badanie biologiczne

Badanie biologiczne stosowane jest do izolacji Ralstonia solanacearum z ekstraktu ziemniaka, na drodze selektywnego wzbogacania
ro$liny zywicielskiej. Mozna go przeprowadzi¢, wykorzystujac roliny pomidora lub psianki podtuznej. Badanie wymaga optymalnych
warunkéw inkubacji, takich jak opisane w tej metodzie. Bakterie bedace inhibitorami Ralstonia solanacearum na pozywce SMSA
najprawdopodobniej nie beda stanowic przeszkody w wykonaniu badania.

Badanie(-a) zgodno$ci

Wiarygodna identyfikacje czystej kultury Ralstonia solanacearum osiaga sig, stosujac co najmniej jedno z badan wyszczegélnionych w
sekeji 11.4.1, w polaczeniu z badaniem na patogenno$¢ (sekcja 1.4.3). Charakteryzacja szczepu jest opcjonalna, ale zaleca si¢ ja w
kazdym nowym przypadku.
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1.1.

1.2

SEKCJA 11
Diagnostyka brgzowej zgnilizny bulw ziemniaka oraz bakteryjnego wigdnigcia roslin ziemniaka i pomidora
Objawy
Objawy u ziemniaka

Roslina ziemniaka. Wezesnym stadium infekeji jest wigdnigcie lisci w kierunku wierzcholka rosliny w wysokiej temperaturze panujacej w
ciagu dnia oraz poprawa ich stanu w ciaggu nocy. W szybkim czasie wigdnigcie staje si¢ nieodwracalne i prowadzi do $mierci calej rosliny.
Tkanka naczyniowa w lodygach wycietych w poprzek wigdnacej rosliny moze brazowiel, a z przecigtej powierzchni wyplywa mleczny
plyn. Mozna go tez fatwo wycisnag¢ z rodliny. Gdy ucigta todyge wstawi si¢ pionowo do wody, z wigzek naczyniowych bedzie wypltywaé
Sluz.

Bulwa ziemniaka. Bulwy ziemniaka nalezy przecina¢ poprzecznie do pepka (ped podziemny). Wezesne stadium infekeji manifestuje sie
odbarwieniem szklisto z6éltym do lekko brazowego pierscienia naczyniowego, na ktérym po kilku minutach zacznie pojawiac si¢ kremowy
wyciek. Mozna go tez wywola¢ naciskajac lekko kciukiem skérke w poblizu nacietej powierzchni. Pézniej odbarwienie naczyniowe staje
si¢ bardziej brgzowe, a martwica tkanki moze rozciggna¢ sie na tkanke miazszowa. W zaawansowanych stadiach choroby infekcja posuwa
si¢ poza pepek i oczka. Moze to prowadzi¢ do czerwono-brazowych, lekko zapadnigtych ubytkéw na skorce, z ktérych moga wyplywaé
bakterie, co powoduje przyleganie czastek glebowych do bulwy.

Objawy wystepujace u pomidora

Roslina pomidora. Pierwszym wizualnym objawem jest obwisly wyglad najmlodszych lisci. W korzystnych dla patogenu warunkach $rodo-
wiska (temperatura gleby powyzej 25 °C oraz wysoka wilgotno$¢ powietrza) w ciggu kilku dni nastgpuje epinastia oraz wigdnigcie jednej
strony lub calej rodliny, co prowadzi do pokladania si¢ rosliny. W warunkach mniej korzystnych dla patogenu (temperatura gleby nizsza
od 21 °C), na todydze moze rozwina¢ si¢ wiele nowych korzeni. Mozna zaobserwowal tlustawy pasek dookotla todygi, ktéry $wiadczy o
martwicy ukladu naczyniowego. Po przecieciu fodygi odbarwione, brazowe tkanki naczyniowe wydzielaja krople bialego lub zéltawego
plynu bakteryjnego.

Szybkie badania przesiewowe

Szybkie badania przesiewowe ulatwiaja wstepng diagnozg. Nalezy zastosowac jeden lub kilka z ponizszych badan:

Badanie wyplywu cieczy z todygi

Obecnos¢ Ralstonia solanacearum w wigdnacych todygach ziemniaka lub pomidora mozna stwierdzi¢, wykonujac ponizszy proste badanie
wstepne:

Ucia¢ todyge tuz nad poziomem gleby. Umiesci¢ odcigta powierzchnig todygi w zlewce napeionej wodg. Po krétkim czasie wyplynie
samoczynnie $luz z wigzek naczyniowych. Zadne inne bakterie wywolujace infekcje naczyniows roslin ziemniaka i pomidora nie daja
takich objawéw.

Wykrywanie granulek poli-f-hydroksymaslanu (PHB)
Granulki PHB w komorkach Ralstonia solanacearum mozna zobaczy¢, wybarwiajac je blekitem Nilu A lub czerniag Sudanowa B.

Przygotowaé rozmaz wycieku tkanki na szkietku mikroskopowym albo rozmaz z 48-godzinnej hodowli na pozywce YPGA lub SPA
(dodatek 1). Przygotowaé dodatnie rozmazy kontrolne ze szczepu biovar2/forma 3, oraz jesli konieczne, przygotowal do analizy nega-
tywny rozmaz ze szczepu heterologicznego. Pozostawi¢ rozmazy do wyschnigcia. Ogrzaé dolna cze$¢ szkietka kilkakrotnie w plomieniu.
Rozmaz powinien si¢ dobrze utrwali¢ na powierzchni.

Badanie z btekitem Nilu

1) Zanurzy¢ utrwalony rozmaz w 1 % wodnym roztworze blekitu Nilu A.
Inkubowac przez 10 minut w temperaturze 55 °C.
2) Odsaczy¢ roztwor barwigcy. Optukaé szkietko pod kranem z biezaca woda. Usunaé nadmiar wody bibulg.
3) Zanurzy¢ rozmaz w 8 % wodnym roztworze kwasu octowego.
Inkubowad przez 1 minut¢ w temperaturze otoczenia.
4) Opluka¢ delikatnie pod biezaca woda z kranu. Osuszy¢ przez przylozenie bibuly.
5) Ponownie zwilzy¢ rozmaz kroplg wody. Nalozy¢ szkielko przykrywkowe.

6) Zbada¢ rozmaz pod mikroskopem epifluorescencyjnym w Swietle 450 nm, pod warstwa oleju imersyjnego, przy powigkszeniu 1000
razy.

Sprawdzié, czy pojawi si¢ jasna, pomarafnczowa fluorescencja granulek PHB. Sprawdzi¢ takze w $wietle normalnym, czy wewnatrz
komorek znajduja si¢ granulki i czy morfologia komérek ma cechy typowe dla Ralstonia solanacearum.



388 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 03/t. 23
Badanie z czernig Sudanowg B
1) Zanurzy¢ utrwalony rozmaz w 0,3 % roztworze czerni Sudanowej B w 70 % alkoholu etylowego. Inkubowaé przez 10 minut w

temperaturze otoczenia.
2) Zla¢ roztwor barwiacy. Krotko ptukaé szkietko pod biezaca woda z kranu. Zla¢ nadmiar wody. Osuszy¢ nadmiar wody bibutla.
3) Zanurzy¢ rozmaz na chwile w ksylenie (dwumetylobenzenie). Osuszy¢ szkietko na bibule.
Uwaga! Ksylen jest substancja szkodliwg dla zdrowia. Pracowaé pod digestorium.
4) Zanurzy¢ rozmaz w 0,5 % (w/v) wodnym roztworze safraniny i pozostawi¢ na 10 sekund w temperaturze otoczenia.
Uwaga! Safranina jest substancjg szkodliwg dla zdrowia. Pracowa¢ pod digestorium.
5) Wypluka¢ rozmaz delikatnie wodg z kranu. Osuszy¢ je na bibule. Nalozy¢ szkielko przykrywkowe.
6) Zbada¢ wybarwiony rozmaz pod mikroskopem, stosujac $wiatlo przepuszczone, pod warstwa olejku imersyjnego, przy powigkszeniu
1 000 razy.
Granulki PHB w komérkach Ralstonia solanacearum wybarwiaja si¢ na kolor czarno - niebieski. Sciany komérkowe wybarwiaja si¢ na
rézowo.
Inne badania
Inne badania przesiewowe, odpowiednie dla Ralstonia solanacearum, to badanie immunofluorescencyjne (IF) (sekcja 111.2), badanie ELISA
(sekcja 111.3) oraz badanie tafcuchowej reakgji polimerazowej (PCR) (sekcja I11.4).

3. Procedura izolacji

3.1 Pobra¢ wyciek z tkanki lub fragmenty odbarwionej tkanki z pierScienia naczyniowego bulwy ziemniaka, albo z naczyf todygi rosliny
ziemniaka lub pomidora. Zanurzy¢ je w niewielkiej ilosci sterylnej wody destylowanej lub 50 mM buforu fosforanowego. Pozostawi¢ na
5-10 minut.

3.2 Przygotowac seri¢ dziesigciokrotnych rozcieficzen zawiesiny, np. 1/10 oraz 1/100, lub wigkszych rozcieficzen, stosownie do potrzeb.

3.3 Przenie$¢ standardowa objeto$¢ zawiesiny i jej rozcieficzen na pozywke uniwersalng (NA, YPGA I SPA dodatek 1) i/lub na pozywke tetra-
zolowa Kelmana (dodatek 1) iflub na selektywna pozywke SMSA (dodatek 7). Rozmazaé zawiesing po plytce lub nalozy¢ ja na plytke
przez dotyk. W razie potrzeby przygotowac oddzielne plytki z kazda z pozywek i rozcieficzong zawiesing kultury z wirulentnego szczepu
Ralstonia solanacearum z biotypu 2|[rasy 3, jako pozytywna prébke kontrolna.

3.4 Inkubowaé plytki przez trzy dni w temperaturze 28 °C. Inkubacje mozna przedtuzy¢ do szeciu dni, w razie powolnego wzrostu, ale
kolonie na plytkach z pozywka SMSA czgsto traca typowy charakter i gina.

Na pozywkach uniwersalnych wirulentne szczepy Ralstonia solanacearum rosng w postaci kolonii perfowo-bialych, plaskich, nieregularnych
i cieklych, z charakterystycznymi spiralami.

Na pozywce tetrazolowej Kelmana typowe kolonie wirulentnych szczepéw Ralstonia solanacearum s3 kremowe, plaskie, nieregularne i
ciekle, z krwistoczerwonymi spiralami w centrum. Awiruletne postacie Ralstonia solanacearum rosng jako maslane kolonie o glebokiej
barwie czerwone;.

Na pozywce SMSA, typowe kolonie wirulentne Ralstonia solanacearum sg mlecznobiale, plaskie, nieregularne i cieklte, z krwistoczerwonym
zabarwieniem pos$rodku.

Awirulentne postacie Ralstonia solanacearum rosng na pozywce SMSA jako kolonie mniej ciekle, catkowicie zabarwione, rézowo az do czer-
wieni.

3.5 Oczysci¢ kolonie o charakterystycznej morfologii, prowadzac hodowlg na pozywce uniwersalnej. Nalezy unikaé zbednego powtarzania
hodowli, ktére moze prowadzi¢ do utraty wirulencji.

4. Badanie(-a) zgodno$ci

4.1. Identyfikacja Ralstonia solanacearum

Zidentyfikowac kultury Ralstonia solanacearum, stosujac przynajmniej jedng z podanych ponizej metod:

Badania namnazaniaienzymatyczne

Uwaga: W kazdym z badan wykonaj kontrolng probe na szczepie kontrolnym.
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Barwnik fluorescencyjny -
Inkluzje PHB +
Badanie utleniania/fermentacji (OfF) O+/F-
Katalaza +
Oksydaza Kovacsza +
Redukcja azotanu +
Zuzycie cytrynianu +
Wzrost w temp. 40 °C -
Wzrost na 1 % NaCl +
Wzrost na 2 % NaCl -
Dihydrolaza argininy -
Uplynnianie zelatyny -
Hydroliza skrobi -
Hydroliza esuliny -
Produkcja lewanu -
Pozywki i metody podane w publikacji: Lelliott i Stead (1987).
Badanie IF
Przygotowaé zawiesing 10% komérek w 1 ml, ze szczepdéw z hodowli i szczepu kontrolnego. Przygotowa¢ serie dwukrotnych rozcieficzen
surowicy. Zastosowaé procedure badanie IF (sekgja II1.2). Miano IF hodowli musi by¢ rownowazne mianu z kontrolnej proby pozytywne;.
Badanie ELISA
Przygotowaé zawiesing zawierajaca wigcej niz 10* komérek w 1 ml szczepéw z hodowli i szczepu kontrolnego. Zastosowaé procedurg
badania ELISA (sekcja 11.3). Warto$¢ ELISA dla hodowli musi by¢ réwnowazna wartosci dla pozytywnej kultury kontrolnej.
Badanie PCR
Przygotowacé zawiesing 10* komoérek w 1 ml, ze szczepéw z hodowli oraz szczepu kontrolnego. Zastosowal procedurg PCR (sekcja II1.4).
Produkt PCR z hodowli musi mie¢ t¢ sama wielko$¢ i wynik analizy enzymem restrykcyjnym (REA), co pozytywne badanie kontrolne.
Fluorescencyjna hybrydyzacjain-situ (FISH)
Przygotowac zawiesing 10* komérek w 1 ml, ze szczepéw z hodowli oraz szczepu kontrolnego. Zastosowac procedure FISH (van
Beuningen i wsp., 1995), uzywajac primeru PCR OLI-1 (Seal i wsp., 1993). Kultura z hodowli musi dawac te sama reakcje co pozytywna
kultura kontrolna.
Oznaczanie profilu biatkowego
Przeprowadzi¢ na zelu poliakryloamidowym elektroforeze zdenaturowanych bialek z catych komérek kultury — PAGE (Stead, 1992a).
Oznaczanie profilu kwaséw tltuszczowych (FAP)
Hodowac kulturg badang oraz pozytywny szczep kontrolny przez 48 godzin w temperaturze 28 °C na trypsynowym agarze sojowym i
zastosowal procedure FAP (Janse, 1991; Stead 1992a; Stead 1992b). Profil kultury musi by¢ identyczny z profilem dla pozytywnej
hodowli kontrolnej. W szczegdlnych warunkach otrzymuje si¢ nastgpujaca charakterystyke sktadu kwaséw tluszczowych: 14:0 30H,
16:0 20H, 16:1 20H oraz 18:1 20H.

4.2. Charakteryzacja szczepu

Wykonanie charakteryzacji szczepu nie jest obowigzkowe, ale w kazdym nowym przypadku zaleca si¢ wykonanie przynajmniej jednej z
ponizszych analiz:
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Okres$lenie biotypu

Ralstonia solanacearum dzieli si¢ na grupy ze wzgledu na ich zdolno$¢ do wytwarzania kwasu z trzech alkoholi heksozowych i trzech
cukréw (Hayward, 1964 & 1994):

Biotyp

1 2 3 4 5
— Wykorzystanie:
— maltozy - + + - +
— laktozy - + + - +
— celobiozy - + + - +
— manitu - - + ¥ ¥
— sorbitu - - n + )
dulcytu - - n + }
Dodatkowe badania réZnicujgce biotyp 2 na subfenotypy (Hayward, 1994):

Biotyp 2 Biotyp 2-A Biotyp 2-T

wykorzystanie trehalozy - + +
wykorzystanie inozytu + , +
wykorzystanie D-rybozy - - +
aktywnos¢ pektolityczna niska niska wysoka

Oznaczanie szczepu

Szczep kultury (Buddenhagen i wsp., 1962) moZna wyznaczy¢ w oparciu o badanie na patogenno$¢ wobec roslin pomidora lub psianki
podluznej oraz roélin tytoniu i na podstawie reakcji nadwrazliwosci (HR) w lisciach tytoniu (Lozano i Sequeira, 1970):

Szczep (*)
1 2 3

Reakcja w:
— roélinach pomidora/psianki podtuznej wiedniecie brak reakgji wiedniecie
— ro$linach tytoniu wiednigcie brak reakgji brak reakgji
— lisciach tytoniu martwica HR (12-24 godz.) chloroza

(48 godz.) i wigdnigcie (2-8 dni)

(7-8 dni)

(*) Nie uwzgledniono formy 4 (patogenna wobec imbiru i kilku innych roslin zywicielskich) oraz postaci 5 (patogenna jedynie wobec morwy).

Charakteryzacja szczepu z wykorzystaniem badania na patogenno$¢ lub nadwrazliwos¢ tytoniu moze nie by¢ wysoce wiarygodna. Mozna
ja wydedukowa¢ z danych o réznorodnosci biologicznej i naturalnej roslinie Zywicielskiej.

Kultur¢ mozna ponadto scharakteryzowa¢ na podstawie:

Danych o genomie

Réznicowanie molekularne szczepéw kompleksu Ralstonia solanacearum mozna zrealizowad na drodze analizy:
RFLP (Cook i wsp., 1989)
Powtarzanego sekwencjonowania PCR (REP-, ERIC-, BOX-PCR) (Louws i wsp., 1995; Smith i wsp., 1995).

4.3. Badanie na patogennos¢

Badanie to stuzy do potwierdzania diagnozy Ralstonia solanacearum oraz do okre$lania wirulencji kultur zidentyfikowanych jako Ralstonia
solanacearum.

Przygotowaé inokulum z 10* komérek na 1 ml kultury oraz pozytywny szczep kontrolny. Zaszczepi¢ 5-10 roélin pomidora lub psianki
podluznej, najlepiej na poziomie 3. whasciwego liscia lub starszego liscia (sekcja IIl ust. 6). Hodowaé roéling przez okres do dwu tygodni w
temperaturze 22-28 °C, zachowujgc wysoka wilgotno$é. Codziennie ja podlewal. Obserwowal wigdniecie iflub epinastig, chlorozg, zaha-
mowanie rozwoju.

Wyizolowa¢ kulturg z rolin wykazujacych objawy porazenia, w nastgpujacy sposéb:
— Pobra¢ wycinek tkanki z odygi, 2 cm powyzej punktu zaszczepienia.

— Rozdrobni¢ jg i zawiesi¢ w malej objetosci sterylnej wody destylowanej lub 50 mM buforu fosforanowego. Nastepnie nanie$¢ zawiesing
na plytke, hodowac i sprawdzi¢, czy pojawily si¢ typowe kolonie Ralstonia solanacearum.
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SEKCJA III
WYKRYWANIE ORAZ IDENTYFIKACJA RALSTONIA SOLANACEARUM W PROBKACH BULW ZIEMNIAKA

Uwaga: Standardowa wielkos$¢ prébki wynosi 200 bulw. Procedur¢ mozna réwniez stosowac do prébek mniejszych niz 200 bulw.

1. Przygotowanie probki do badania

Uwaga: Ekstrakt ziemniaka otrzymany wedlug niniejszej procedury mozna takze stosowaé do wykrywania Clavibacter michiganensis odmiana
sepedonicus.

Wstepne badanie opcjonalne, jesli uwazane jest za uzyteczne:
i) Hodowac prébke w temperaturze 25-30 °C, przez okres do dwu tygodni tak, by namnozy¢ populacj¢ Ralstonia solanacearum.

ii) Umy¢ bulwy pod biezaca woda, zawierajaca wilasciwe srodki odkazajace i detergenty. Wysuszy¢ bulwy powietrzem.

1.1 Pobra¢ czystym i zdezynfekowanym skalpelem lub nozem do warzyw skorke przy pepku bulwy, w taki sposéb, by odstoni¢ przede
wszystkim tkanki naczyniowe. Starannie odcig¢ maly stozek (o Srednicy 3—5 mm) z tkanki naczyniowej od strony pepka. Ograniczy¢ ilosé
tkanki innej niz naczyniowa do minimum. Powtérzy¢ t¢ sama operacj¢ na wszystkich bulwach z prébki.

Uwaga: Na tym etapie mozna obserwowac bulwy (sekcja II.1). Odlozy¢ na bok wszystkie bulwy wykazujace objawy choroby lub widoczna
zgnilizng i badac je oddzielnie (sekcja II).

1.2 Zebraé koncowki bulw i zamknaé w szczelnym pojemniku. Najlepiej wykonaé wszystkie prace od razu. Jezeli jednak nie bedzie to
mozliwe, przechowac¢ je nie dluzej niz przez 24 godziny w temperaturze otoczenia lub 72 godziny w temperaturze 4 °C.

1.3 Przygotowaé koncowki bulw w nastepujacy sposob:
i) Przenie$¢ koncéwki do odpowiedniego pojemnika.
Dodaé wystarczajacy ilos¢ buforu macerujacego (dodatek 2) tak, by catkowicie przykryt koncowki.

Rozdrobni¢ kofcowki w homogenizatorze Waringa lub Ultra Thurrax, az do pelnej homogenizacji tkanki. Unika¢ nadmiernej homoge-
nizacji.

Moczy¢ macerat przez 15-30 minut.

Przenie$¢ koncowki do odpowiedniego pojemnika.

=8

Doda¢ odpowiednia objetos¢ buforu macerujacego tak, by przykry¢ koncowki.
Umiesci¢ pojemnik na wytrzgsarce rotacyjnej.

Wytrzasaé go przy obrotach 50-100 obr/min, przez 4 godziny, w temperaturze 20— 22 °C lub przez 16-24 godziny w temperaturze
4 °C.

Przenie$¢ koncowki do jednorazowego pojemnika maceracyjnego (np. Stomachera, o wymiarach 105 mm x 150 mm, wysterylizowa-
nego promieniowaniem).

iii

Pokruszy¢ starannie konic6wki, stosujac odpowiednie narzedzie, np. thuczek, az do pelnej homogenizacji.
Doda¢ odpowiednia objetos¢ buforu maceracyjnego tak, by przykry¢ koncéwki bulw.

Prowadzi¢ sedymentacj¢ maceratu przez 15-30 minut.

1.4 Wyekstrahowa¢ bakterie z konicowek bulw, stosujac jedng z ponizej podanych procedur:

i) Zdekantowad delikatnie macerat do pojemnika wiréwki, pozostawiajac resztki tkanki w pojemniku maceracyjnym. Jesli zdekantowany
macerat bedzie metny, odwirowac go, ale nie mocniej niz przy obrotach 180 g, przez 10 minut, w temperaturze ponizej 10 °C.

Odwirowa¢ zdekantowany macerat, lub plyn z pierwszego wirowania przy obrotach 7 000 g, przez 15 minut lub przy obrotach
10 000 g, przez 10 minut, w temperaturze ponizej 10 °C.

Oddzieli¢ plyn, nie naruszajac osadu.

—
=
=

Przesaczy¢ macerat przez filtr o wielkosci oczek 40-100 pm. Przyspieszy¢ saczenie stosujac pompe prozniows.
Zebra¢ przesacz w pojemniku wiréwki.
Odmy¢ filtr buforem maceracyjnym.

Odwirowa¢ przesacz przy obrotach 7 000 g przez 15 minut, lub przy obrotach 10 000 g przez 10 minut w temperaturze ponizej
10 °C.

Oddzieli¢ plyn nie naruszajac osadu.
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1.5 Zawiesi¢ ponownie osad w 1 ml buforu (dodatek 2).
Podzieli¢ calo$¢ na dwie rowne czgdci i przenies¢ kazda z nich do mikroprobowki.
Uzy¢ jedng z mikroprobéwek do przeprowadzenia badania. Zachowaé pozostaly czg$¢ ekstraktu w temperaturze 4 °C, az do zakofczenia
badania.
Dodaé¢ 10-25 % objetosci sterylnej gliceryny do drugiej mikroprobéwki. Wstrzasnaé mikroprobéwke. Przechowywaé ja w temperaturze —
18 °C (na okres tygodni) lub w temperaturze =70 °C (przez kilka miesigcy).
2. Badanie IF
Stosowac surowice Ralstonia solanacearum, najlepiej typu szczep 3/biotyp 2. Oznaczy¢ miano zawiesiny 10* komérek w 1 ml ze szczepu
homologicznego Ralstonia solanacearum, stosujac wlasciwe rozcienczenie koniugatu izotiocyjanianu (rodanku) fluoresceiny (FITC), zgodnie
z zaleceniami producenta. Nie oczyszczona surowica powinna mie¢ miano IF nie nizsze niz 1:2000.
Uzy¢ szkielek mikroskopowych o wielu zaglebieniach, najlepiej — 10 lub wigcej zaglebien, 6 mm.
Nalozy¢ kontrolny koniugat FITC na wszystkie szkietka. Badanie nalezy powtérzy¢ takze dla PBS, jesli w przypadku cho¢ jednej kontrolnej
proby FITC zaobserwuje si¢ wynik pozytywny.
Przygotowa¢ oddzielne szkielka kontrolne, z zawiesing 10* komérek w 1 ml, ze szczepu z odpowiedniego typu szczep/biotyp Ralstonia
solanacearum. W kazdej z serii badan uzy¢ jednego takiego szkietka.
2.1 Przygotowa¢ szkielka do badan, stosujac jedna z ponizszych procedur:
i) Dla prébek zawierajacych stosunkowo niewiele skrobi:
Odmierzy¢ pipeta standardowa objeto$¢ (15 pl odpowiada 6 mm Srednicy koncowki — dla wigkszych koncoéwek odmierz odpowiednio
wigksza objetos¢) zawiesiny na szereg zaglebien. Drugi szereg mozna wykorzysta¢ do powtdrzenia badania lub mozna je przeznaczy¢
do analizy drugiej probki, patrz rysunek 1.
i) Dla innych prébek:
Przygotowal dziesigtne rozcienczenia, np. 1/10, 1/100 i 1/1000 zawiesiny w buforze. Odmierzy¢ standardowg objetos¢ (15 pl odpo-
wiada 6 mm $rednicy otwory — dla wigkszych otworéw odmierzy¢ proporcjonalnie wigksza objetos¢) zawiesiny na szereg zaglebien.
Drugi szereg mozna wykorzysta¢ do powtdrzenia analizy lub dla drugiej probki, patrz rysunek 2.
22 Zostawi¢ krople do wyschnigcia. Utrwali¢ komérki bakteryjne na szkielku przez ogrzanie albo umieszczenie w plomieniu lub tez za
pomocg 95 % alkoholu etylowego.
2.3 Procedura IF

i) Przygotowac szkielka tak jak opisano w 2.1. ppkt i):
Przygotowac zestaw dwukrotnych rozcieficzen surowicy w buforze IF (dodatek 3):

4 miana, (T[4), ¥4 miana (T/2), miano (T), dwukrotno$¢ miana (2T).

ii) Przygotowac szkietka do badania, jak opisano w ust. 2.1 ppkt ii):
Przygotowac rozcieficzenie robocze (WD) surowicy w buforze IF. Rozcieficzenie robocze jest takim rozcieficzeniem surowicy, ktdre
wykazuje optymalng specyficzno$¢. Zazwyczaj jest ono réwne polowie miana.

Rysunek 1

Przygotowanie szkielka roboczego wedlug 2.1 ppkt i) oraz 2.3. ppkt i)

Jedno standardowe rozcieficzenie probki ponownie zawieszonej w buforze

T = miano
FITC T/4 T[2 T 2T = Dwukrotne
rozcienczenia surowicy
Prébka 1 ®; [ D) @ Q. ®;
Duplikat
prébki 1 lub

probki 2 ®; o 0 ®, ®
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2.4

Rysunek 2

Przygotowanie szkietka roboczego wedlug ust. 2.1 ppkt ii) oraz 2.3. ppkt ii)

FTIC  standardowe rozcieficzenia surowicy

0 0 1/10 1/100 1/1000 = Dziesitne rozcieficzenia surowicy
Prébka 1 o, o> 0 0. 0;
Duplikat
probki 1
lub prébki 2 ®; o @3 o, O

Utozy¢ szkietka na bibule.

Nalozy¢ rozcieficzong surowicg do zaglebien. Natozy¢ PBS do zaglebien FTIC. Objeto$¢ naktadanej surowicy musi by¢ réwna objetosci
nakladanego ekstraktu.

Inkubowa¢ przez 30 minut pod szkietkiem nakrywkowym w temperaturze otoczenia.

Strzasna¢ krople surowicy ze szkielek i przeptukaé szkielka starannie buforem IF. Odmywac je przez 5 minut buforem IF — Tween, a
nastgpnie przez 5 minut buforem IF (dodatek 3). Starannie usuna¢ nadmiar wilgoci.

Ulozy¢ szkietka na bibule. Pokry¢ zaglebienia do badan oraz zaglebienie FTIC rozcieficzonym koniugatem FTIC, stosowanym do wyzna-
czenia miana. Objeto$¢ koniugatu natozonego na okienka musi by¢ identyczna z objetoscia zastosowanej surowicy.

Inkubowac pod przykryciem przez 30 minut w temperaturze otoczenia.
Strzgsna¢ krople koniugatu ze szkietka. Optukac je, tak jak poprzednio (2.3.3). Starannie usuna¢ nadmiar wilgoci.

Odpipetowaé 5 — 10 pl 0,1 M buforu fosforanowego zawierajacego gliceryng (dodatek 3), albo podobng iloscig utrwalacza kazde z zagle-
bien i przykry¢ je szkielkiem nakrywkowym.

Odczytywanie badania IF

Sprawdzi¢ szkielka pod mikroskopem epifluorescencyjnym z filtrem wlasciwym dla wzbudzenia FITC, pod olejkiem imerysjnym, przy
powiekszeniu 500-1000 razy. Skanowa¢ zaglebienia wzdluz dwu $rednic pod katem prostym oraz dookota obwodu.

Sprawdzi¢ najpierw zaglebienie z kontrola pozytywna. Komoérki musza fluoryzowad jasno i by¢ zupelnie wybarwione. Uwaga: badanie
nalezy powtdrzy¢, jezeli wybarwienie nie spetnia powyzszych kryteriow.

Odczytac szkielka do badan. Sprawdzi¢ najpierw obecno$¢ komorek fluoryzujacych w zaglebieniu kontrolnym z FITC. Obecno$é¢ komérek
fluoryzujacych w zaglebieniu FITC $wiadczy o niespecyficznym wigzaniu koniugatu, autofluorescencji lub zanieczyszczeniu. Uwaga: w przy-
padku takich obserwacji badanie nalezy powtdrzy¢.

Sprawdzié, czy w zaglebieniach do badan wystepuja komorki fluoryzujace o charakterystycznej morfologii Ralstonia solanacearum. Inten-
sywnos¢ fluorescencji musi by¢ rownowazna intensywnosci wykazywanej przez pozytywny szczep kontrolny przy tym samym rozciei-
czeniu surowicy. Komorki niecatkowicie wybarwione lub komoérki o stabej fluorescencji nalezy odrzuci¢, pod warunkiem ze nie sg bardzo
liczne (patrz interpretacja wynikéw badania IF).

Interpretacja wynikéw badania IF:

i) Jezeli nie stwierdzono obecnodci komorek jasno fluoryzujacych o charakterystycznej morfologii, to wynik badania IF jest negatywny.

ii) Jezeli stwierdzono obecno$¢ fluoryzujacych komorek o charakterystycznej morfologii, trzeba oznaczy¢ $rednig liczbe tych komoérek w
polu widzenia mikroskopu oraz obliczy¢ liczb¢ komérek (N), przypadajaca na 1 ml zawiesiny probki (dodatek 4).
Za granic¢ wykrywania badania IF uwaza si¢ okoto 1 000 komérek w 1 ml,
— dla prébek o wartosci N > 10! komérek w 1 ml, wynik badania IF jest uznany za pozytywny,
— dla prébek o wartosci N < 10" komérek w 1 ml, wynik badania IF moze by¢ uznany za pozytywny.
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iii) jezeli zaobserwuje si¢ duzg liczbe (> 10% komoérek w 1 ml) niezupelnie lub stabo fluoryzujacych komérek, przy wielkosci miana odpo-
wiedniej dla surowicy, nalezy wykona¢ drugie badanie:
— badanie oparte na odmiennej zasadzie biologicznej, lub
— ponowne badanie IF, z uzyciem innej surowicy lub przy 10-krotnym rozcienczeniu probki.
3. Badanie ELISA
Oparty na publikacji: Robinson —Smith i wsp., 1995.
Stosowaé surowice na Ralstonia solanacearum, najlepiej typu forma 3/biovar 2. Wyznaczy¢ miano dla zawiesiny 10* komérek w 1 ml
homologicznego szczepu Ralstonia solanacearum.
Zalecane jest uzywanie plytek mikromiareczkowych NUNC-Polysorb.
Dolaczy¢ prébe kontrolng, z negatywnego ekstraktu ziemniaka oraz probke PBS (roztwor soli w buforze fosforanowym).
Uzy¢ zawiesiny zawierajacej wigcej niz 104 komoérek w 1 ml szczepu odpowiedniego typu (forma/biotyp) Ralstonia solanacearum jako
pozytywnego badania kontrolnego. Bada¢ go w podobny sposéb, jak probke (probki), ale umiesci¢ na plytce z dala od zaglebien zawieraja-
cych probki.
3.1 Odpipetowac 100-200 pl zawiesiny prébki do mikroprobwki.
Ogrzewac przez 4 minuty w temperaturze 100 °C. Przenie$¢ mikroprobéwke na powierzchnie lodu.
3.2 Doda¢ t¢ samg objetos¢ buforu przykrywajacego o podwojonym stezeniu (dodatek 5). Wytrzasnac.
3.3 Natozy¢ po 100 pl do kazdego z dwu zaglebien na plytce. Inkubowaé przez 1 godzing w temperaturze 37 °C lub na noc w temperaturze
4°C.
3.4 Usuna¢ ekstrakty z zaglebien. Obmy¢ je trzykrotnie buforem PBS-Tween (dodatek 5), pozostawiajac w zaglebieniu ostatni roztwor
uzywany do plukania na przynajmniej 5 minut.
3.5 Przygotowal stosowne rozcienczenia surowicy Ralstonia solanacearum w buforze blokujagcym (dodatek 5). Nalozy¢ po 100 pl rozcienczen
surowicy do zaglebien.
Inkubowad przez 1 godzing w temperaturze 37 °C.
3.6 Usung¢ surowice z zaglebien. Obmy¢ je tak jak poprzednio (3.4).
3.7 Przygotowaé whasciwe rozcieniczenia koniugatu fosfatazy alkalicznej w buforze blokujacym. Nalozy¢ po 100 pl rozcieficzent surowicy do
zaglebien.
Inkubowac przez 1 godzing w temperaturze 37 °C.
3.8 Usung¢ z zaglebien koniugat. Obmyc¢ okienka, tak jak poprzednio (3.4 i 3.6).
3.9 Przygotowac roztwor substratu fosfatazy alkalicznej (dodatek 5). Nalozy¢ do okienek po 100 pl roztworu. Inkubowac przez 30 minut do
1 godziny w ciemnosci w temperaturze otoczenia.
3.10 Odczytaé absorpcje przy dlugosci fali Swiatta 409 nm.
Interpretacja badania ELISA:
Wynik badania ELISA jest negatywny, gdy gesto$¢ optyczna (OD) prébki < 2 x OD dla negatywnej Slepej proby.
Wynik badania ELISA jest pozytywny, gdy gesto$¢ optyczna (OD) prébki jest > 2 x OD dla negatywnej $lepej proby.
4. Badanie PCR
W oparciu o publikacje Seal i wsp., 1993.
Uwaga: We wszystkich etapach przygotowywania prébki oraz innych manipulacjach, lacznie z CR trzeba stosowaé koncowki pipet z
filtrem.
Przygotowaé zawiesing 10* komérek w 1 ml szczepu Ralstonia solanacearum typu szczep 3[biotyp 2, jako pozytywna probke kontrolna.
Nalezy ja bada¢ w sposéb identyczny jak prébki badane.
4.1 Odmierzy¢ po 100 pl zawiesiny probki do mikroprobéwki.

Ewentualnie przenie$¢ 90 pl zawiesiny do mikroprobéwki, zawierajacej 10 pl 0,5 M NaOH. Zmiesza¢ wielokrotnie, odwracajac mikropro-
béwke do gory dnem.
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4.2 Ogrzewac ja przez 4 minuty w temperaturze 100 °C. Przenie$¢ natychmiast mikroproboéwke na powierzchnig lodu.

4.3 Przygotowac¢ co najmniej dwa rozcieniczenia dziesigtne, np. 1/10 oraz 1/100 lub wigcej, w razie potrzeby, w sterylnej wodzie destylowanej
lub wodzie ultra czystej (UPW).

4.4 Przygotowaé mieszaning reakcyjng PCR (dodatek 6) w sterylnej fiolce, dodajac sktadniki w nastepujacej kolejnosci:

W przypadku objetosci reakcyjnej réwnej 50 pl:

Sktadnik Objetosé Stezenie konicowe
Sterylna woda destylowana lub 30,8-33,8 yl
UPWw
10 x bufor PCR 5,0 pl 1 x
d-ATP 1,0 pl 0,2 mM
d-CTP 1,0 pl 0,2 mM
d-GTP 1,0 pl 0,2 mm
d-TTP 1,0 pl 0,2 mm
prymer OLI-1 (20 puM) 2,5 ul 1 uM
prymer Y-2 (20 pM) 2,5l 1 M
polimeraza Taq(5U/ul) 0,2 ul 1,0 U
Catkowita objetosé 45-48 pl

W przypadku wigkszej liczby reakgji:
Obliczy¢ objetos¢ kazdego ze sktadnikow dla planowanej liczby reakdji.
Zmieszaé skladniki i przenie$¢ po 45-48 pl mieszaniny do sterylnych fiolek PCR.

Pozostawi¢ fiolki reakcyjne PCR na powierzchni lodu.

W przypadku objetosci reakcyjnej réwnej 25 pl:
Proporcjonalnie zmniejszy¢ objetos¢ dodawanych sktadnikéw.
4.5 Namnazanie PCR
4.5.1 Opcjonalnie: odwirowa¢ impulsowo fiolki z zagotowang probka oraz pozytywna probka kontrolng.
Dodawa¢, w odpowiedniej kolejnosci, po 2-5 ul prébki (prébek), Slepa probe z wody i pozytywna probke kontrolng do fiolek zawieraja-
cych mieszaning reakcyjng PCR. Umiesci¢ fiolki w termocyklerze DNA.
4.5.2 Wykona¢ naste¢pujacy program:
1 cykl:
(i) 2 minuty w temperaturze 96 °C: denaturacja matrycy
50 cyKkli:
(i) 20 sekund w temperaturze 94 °C: denaturacja
(i) 20 sekund w temperaturze 68 °C: wygrzewanie primeréw
(iv) 30 sekund w temperaturze 72 °C: kopiowanie
1 cykl:
(v) 10 minut w temperaturze 72 °C: dalsze powielanie.
1 cykl:

i) Inkubowaé w temperaturze 4 °C

Uwaga: Parametry powyzsze odnosza si¢ do instrumentu Perkin — Elmer 9600. Inne cykle termiczne moga wymaga¢ nalozenia oleju mine-
ralnego do fiolek reakcyjnych PCR iflub modyfikacji czasu trwania etapu ii), iii) oraz iv) namnazania.

4.5.3 Wyjac fiolki z termocyklera. Przeprowadzi¢ analiz¢ produktu PCR. Jesli nie wykonuje si¢ tej analizy natychmiast, nalezy przechowywa¢ fiolki w
temperaturze 4 °C, jesli analiza bedzie wykonana w tym samym dniu, lub w temperaturze —18 °C, gdy fiolki trzeba przechowal przez dluzszy
okres czasu.

4.6 Analiza produktu PCR
Fragmenty PCR wykrywa si¢ prowadzac elektroforez¢ na zelu agarozowym, oraz wybarwiajac zel bromkiem etydyny.

4.6.1 Przygotowaé wlasciwy zel agarozowy, delikatnie doprowadzajac do wrzenia agaroze¢ w buforze Tris-octanowym do elektroforezy (bufor
TAE).
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4.6.2 Ozigbi¢ stopiong agaroz¢ do okoto 50-60 °C, wylaé ja do aparatu do elektroforezy i natozy¢ grzebieni. Pozostawi¢ roztwor do zestalenia
sie zelu.

4.6.3 Wyja grzebien. Zanurzy¢ zel w buforze TAE tak, aby byl przykryty okolo 2-3 mm warstwa buforu.

4.6.4 Umiesci¢ po 3 pl krople buforu tadujacego na parafilmie. Doda¢ po 12 pl produktu PCR z kazdej z probek, probki pozytywnej kontrolnej
oraz wody, przed naloZeniem zmiesza¢ je delikatnie konicowka pipety. Podane objetosci mozna zmieniaé, stosownie do objetosci
studzienek w zelu agarozowym.

4.6.5 Ostroznie nalozy¢ prébki do studzienek w Zelu. Do przynajmniej jednej studzienki dodaé jako wzorzec odpowiedni znacznik DNA.

4.6.6 Podtaczy¢ przewody elektryczne do zasilacza i aparatu do elektroforezy. Wiaczy¢ prad. Ustawi¢ gradient 5-8 V/cm. Prowadzi¢ elektrofe-
reze tak dlugo, az wskaznik czola znajdzie si¢ okoto 1 ¢cm od konca Zelu.

4.6.7 Wylaczy¢ zasilanie elektryczne. Odlaczy¢ przewody elektryczne.

Ostroznie wyja¢ zel. Namoczy¢ zel w roztworze bromku etydyny na 30-45 minut.

Uwaga: Nosi¢ rekawiczki jednorazowe podczas pracy z bromkiem etydyny, ktory jest poteznym czynnikiem mutagennym!

4.6.8 Odbarwia¢ zel w wodzie przez 10-15 minut.

4.6.9 Obserwow¢ namnozone fragmenty DNA pod lampg UV. Produkt PCR Ralstonia solanacearum z zestawem primera LI-1 oraz Y-2 ma
dlugos¢ 288 bp. Poréwnaé ze znacznikiem DNA oraz z wynikiem uzyskanym dla prébki kontrolnej pozytywnej.

Uwaga: W kazdym przypadku prébka zawierajaca wode musi da¢ wynik negatywny. W przypadku pozytywnego wyniku dla wody

badanie nalezy powtorzyc.

4.6.10 Gdy zachodzi potrzeba zachowania dokumentacji wyniku, wykona¢ zdjecie zelu.

4.6.11 Potwierdzi¢ autentyczno$¢ namnozonego fragmentu, stosujac enzymatyczna analiz¢ restrykcyjna (REA).

4.7 Enzymatyczna analiza restrykcyjna (REA)

4.7.1 Przenie$¢ 8,5 pl produktu CPR (4.5.3) do nowej mikrofiolki. Doda¢ 1 pl 10 x buforu enzymatyznego oraz 0,5 pl enzymu restrykcyjnego
Ava 1L

4.7.2 Zamiesza¢ delikatnie w koficowce pipety. Jezeli na $ciankach fiolki pozostanie kropla, podlgczy¢ ultrawiréwke. Inkubowaé fiolke na
1 godzine w temperaturze 37 °C.

473 Przeanalizowa¢ trawiony fragment PCR, wykonujac elektroforeze na zelu agarozowym, tak jak poprzednio (4.6).

Interpretacja wynikoéw badania PCR:

Wynik badania PCR jest negatywny, jesli nie wykryto fragmentu 288 bp, a taki fragment znaleziono dla pozytywnej prébki kontrolnej,

wykonanej dla szczepu Ralstonia solanacearum.

Wynik badania PCR jest pozytywny, jezeli wykryto fragment 288 bp, a analiza REA namnozonego fragmentu jest identyczna z wynikiem

uzyskanym dla pozytywnej probki kontrolnej ze szczepu Ralstonia solanacearum.

5. Badanie selektywnego wysiewania na plytke
Oparty na publikagji: Elphinstone i wsp., 1996.

5.1 Wykona¢ badanie, stosujac odpowiednia technike wysiewania na plytke z rozcieficzen, np.:

i) Przygotowal przynajmniej dwa rozcienczenia dziesigtne, np. 1/10 oraz 1/1000 lub wigcej, gdy jest to stosowne, zawiesiny granulki w
buforze. Odmierzy¢ standardowa objetos¢ (50-100 pl) zawiesiny oraz kazdego z wykonanych rozcieficzen na zmodyfikowang pozywke
selektywna SMSA (dodatek 7) i rozprowadzi¢ precikiem szklanym po calej powierzchni pozywki.

W razie potrzeby wykonal takze punktowe natozenie 10 pl zawiesiny. Wypala¢ naczynie w plomieniu przed kazdym nalozeniem
zawiesiny.

i) Przenie$¢ odmierzong objetos¢ standardowg (50-100 pl) zawiesiny na zmodyfikowana pozywke selektywna SMSA i rozprowadzi¢ ja
szklanym precikiem po calej powierzchni pozywki. Dotknaé pretem co najmniej dwie inne plytki ze zmodyfikowana pozywka SMSA,
bez wypalania preta.

5.2 Stosujac te samga technike rozcieficzania i nakladania, nalozy¢ na plytki zawiesing 10* komérek w 1 ml wirulentnego szczepu (rasa 3/
biotyp 2) Ralstonia solanacearum jako pozytywne i probke kontrolng na serii oddzielnych plytek ze zmodyfikowang pozywka SMSA.

5.3 Podda¢ plytki inkubacji w temperaturze 28 °C. Zacza¢ ogladanie plytek po trzech dniach. Jesli wynik bedzie negatywny, poczekaé do 6
dni. Kolonie wirulentnych szczepow Ralstonia solanacearum s3 mleczno biale, plaskie, nieregularne, oraz ciekle, w krwistoczerwonym $rod-
kiem. Pojawiaja si¢ rowniez wewnetrzne smugi lub spirale.

5.4 Oczysci¢ kolonie o charakterystycznej morfologii, przenoszac je na pozywke uniwersalng (dodatek 1).
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5.5

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

7.1
7.2

7.3

Zidentyfikowaé czyste kultury (sekcja II ust. 4.1) oraz potwierdzi¢ obecno$¢ kultury Ralstonia solanacearum, stosujac badanie na patogen-
nos¢ (sekcja 11, 4.3).
Interpretacja wynikow badania selektywnego wysiewania na plytkach:

Badanie selektywnego wysiewania na plytkach jest negatywne w przypadku gdy po 6 dniach nie wyizolowano zadnych kolonii bakteryj-
nych, albo jezeli nie wyizolowano zadnych kolonii o morfologii charakterystycznej dla Ralstonia solanacearum, pod warunkiem ze nie
podejrzewa si¢ inhibicji kolonii przez inne bakterie i potwierdzono na kontrolnych plytkach pozytywnych obecnos¢ kolonii, charakterys-
tycznych dla Ralstonia solanacearum.

Badanie selektywnego wysiewania na plytkach jest pozytywne jezeli wyizolowano kolonie o morfologii charakterystycznej dla Ralstonia
solanacearum

Badanie biologiczne

Oparty na publikacji: Janse, 1988.

Wykorzysta¢ 10 rolin badanych podejrzanych pomidoréw lub psianek podtuznych, w kazdej prébee na poziomie trzeciego wlasciwego
liscia. Nie podlewa¢ roslin do badan 24 godziny przed zaszczepieniem.

Rozprowadzi¢ po 100 pl zawiesiny granulek po roslinach do badan. Zaszczepi¢ todygi pomigdzy szypulkami, w jednym lub wigcej miejsc.

Stosujac t¢ sama technike, zaszczepi¢ 10 rozsad zawiesing 106 komoérek szczepu wirulentnego Ralstonia solanacearum, typu biotyp 2/rasa
3, w 1 ml zawiesiny (jako kontrolng prébke pozytywna) oraz bufor, wykorzystywany do zawiesiny (jako kontrolng probke negatywna).
Oddzieli¢ rosliny zaszczepione jako kontrolna probka pozytywna od pozostalych roélin, aby uniknaé zakazenia.

Utrzymywa¢ rodliny do badan przez okres do 4 tygodni, w temperaturze 22-24 °C przy zachowaniu wysokiej wilgotnosci wzgledne;j,
codziennie je podlewajac. Obserwowal objawy wiednigcia, epinastii, chlorozy iflub zamierania roslin.

Wyizolowaé patogen z porazonych rodlin (sekcja II). Zidentyfikowaé czyste kultury o charakterystycznej morfologii (sekcja II ust..4.1) i
potwierdzi¢ obecno$¢ kultur Ralstonia solanacearum, wykonujac badanie na patogennos¢ (sekcja II ust. 4.3).

W razie potrzeby, sprawdzi¢ obecnos¢ bakterii w seriach roslin do badar, ktére nie wydaja si¢ by¢ porazone. Pobraé z tych rolin wycinki
1 cm lodygi z czesci polozonej 2 cm powyzej punktu szczepienia. Zhomogenizowac tkanki w buforze maceracyjnym. Wykona¢ posiew
z rozcienczonego roztworu na plytki (sekcja Il ust. 5.1). W razie wyniku pozytywnego zidentyfikowac czyste kultury o charakterystycznej
morfologii (sekcja I ust. 4.1) i potwierdzi¢ obecno$¢ kultur Ralstonia solanacearum, wykonujac badanie na patogenno$c (sekcja II ust. 4.3).
Interpretacja wynikéw badania biologicznego:

Badanie biologiczne daje wynik negatywny, jezeli rosliny nie zostaly porazone przez Ralstonia solanacearum, pod warunkiem ze obecnosé
kultury Ralstonia solanacearum wykryto na plytkach kontrolnych pozytywnych.

Badanie biologiczne daje wynik pozytywny, gdy rosliny do badan zostang zakazone przez Ralstonia solanacearum.

Badanie na wzbogacenie
Oparte na publikacji: Elphinstne i wsp., 1996.
Przenie$¢ 100 pl zawiesiny do trzech ml zmodyfikowanej pozywki SMSA (dodatek 7).

Inkubowa¢ przez 48 godzin, a w zadnym razie nie dtuzej niz przez 72 godziny, w temperaturze 28 °C. Przykrywka powinna luzno przy-
lega¢ do probéwki tak, by umozliwi¢ dostep do powietrza.

Zamkna¢ szczelnie przykrywke i wytrzasnaé probowke. Pobraé probke do badania IF (niniejsza sekcja, ust. 2.0), badania ELISA (niniejsza
sekcja ust. 3) iflub badania PCR (niniejsza sekcja 4).
Badanie na patogenno$é

Patrz sekcja II ust. 4.3.
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Dodatek 1
Pozywki do izolacji i hodowli Ralstonia solanacearum

Pozywka agarowa (NA)

Pozywka agarowa (Difco) 23 g
Woda destylowana 1 litr

Przygotowac po %2 | pozywki w kolbach pojemnosci 1 1.
Rozpusci¢ skladniki.
Sterylizowaé pozywke w autoklawie w temp. 121 °C przez 15 minut.

Ozigbi¢ pozywke do 50 °C. Wyla¢ na plytki.

Agar drozdzowo-peptonowo-glukozowy (YPGA)

Ekstrakt drozdzy (Difco) 5¢
Bacto pepton (Difco) 5¢
Monohydrat d(+) glukozy 10 g
Bacto agar (Difco) 15 ¢
Woda destylowana 1 litr

Przygotowal po ¥2 I pozywki w kolbach pojemnosci 1 1
Rozpusci¢ skladniki.
Sterylizowal pozywke w autoklawie w temp. 121 °C przez 15 minut.

Ozigbi¢ pozywke do 50 °C. Wyla¢ na plytki.

Agar sacharozowo-peptonowy (SPA)

Sacharoza 20 g
Pepton 5¢
K,HPO, 05g
MgSO, - 7 H,0 025 g
Bacto agar (Difco) 15 ¢
Woda destylowana 1 litr

Przygotowa¢ po ¥2 1 pozywki w kolbach pojemnosci 1 1.
Rozpusci¢ sktadniki. Doprowadzi¢ pH roztworu do wartosci 7,2-7,4 — w zaleznosci od potrzeb.
Sterylizowaé pozywke w autoklawie w temp. 121 °C przez 15 minut.

Ozigbi¢ pozywke do 50 °C. Wyla¢ na plytki.

Pozywka tetrazolowa Kelmana

Aminokwasy Cas (Difco) 1g
Pepton Bacto (Difco) 10 g
Dekstroza 5¢
Agar Bacto (Difco) 15 ¢
Woda destylowana 1 litr

Przygotowaé w kolbach po V21 pozywkina 1 1
Rozpusci¢ skladniki.

Sterylizowaé pozywke w autoklawie w temp. 121 °C przez 15 minut.

Ozigbi¢ pozywke do 50 °C. Dodaé przesaczony roztwér wodny chlorku trifenylo-tetrazolowego (Sigma) tak, by

otrzymac stezenie koncowe 50 mg/l.

Wylaé na plytki.
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Dodatek 2
Materialy do przygotowywania prébek

Bufor maceracyjny: 50 mM bufor fosforanowy, pH 7,0

Stosuje si¢ go do maceracji tkanek.

Na,HPO, 426 g
KH,PO, 2,72 g
Woda destylowana 1 litr

Rozpusci¢ sktadniki i sprawdzi¢ warto$¢ pH. Odczyn musi by¢ wlasciwy.
Sterylizowaé pozywke w autoklawie w temp. 121 °C przez 15 minut.

Zaleca si¢ dodatek 5 % poliwinylopirolidonu — o masie czasteczkowej 40 000 (PVP-40), podczas wykonywania bezpo-
$redniego badania PCR, w celu zmniejszenia inhibicji namnazania przez czgsteczki aromatyczne obecne w ekstrakcie.

Zaleca si¢ tez dodatek czynnika deflokulacyjnego, antypienigcego lub antyutleniacza, gdy stosuje si¢ homogenizator
Waringa lub homogenizacj¢ Ultra Thurrax, w celu maceracji rdzenia ziemniaka.

Platki Lubrolu 0,5 g/l
Czynnik antypienigcy (Silicone DC) 1,0 mifl
Pirofosforan czterosodowy 1,0 g/l

Sterylizowal skladniki oddzielnie w autoklawie. Dodawaé je w ilosciach potrzebnych do uzyskania odpowiedniego
stezenia koficowego.

Bufor do zawieszania probek: 10 mM bufor fosforanowy, pH 7,2

Bufor jest uzywany do zawieszania i rozpuszczania pedéw podziemnych i probek ziemniaka.

Na,HPO, 12 H,0 27 g
NaH,PO, -2 H,0 04 g
Woda destylowana 1 litr

Rozpusci¢ sktadniki i sprawdzi¢ warto$¢ pH. Odczyn musi by¢ wlasciwy.

Sterylizowal pozywke w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.
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Dodatek 3
Materialy do wykonania badania IF

Bufor IF: roztwér soli w 10 mM buforze fosforanowym (PBS), pH 7,2

Bufor jest uzywany do rozpuszczania antisery

Na,HPO,., H,0 27 ¢
NaH,PO,., H,0 04 g
Na(l 80 g
Woda destylowana 1 litr

Rozpuscié sktadniki i sprawdzi¢ warto$¢ pH. Odczyn musi by¢ wlasciwy.

Sterylizowaé pozywke w autoklawie w temp. 121 °C przez 15 minut.

Bufor IF-Tween

Stosowany jest do odmywania plytek. Doda¢ 0,1 % Tween 20 do buforu IF.

Gliceryna w 0,1 M buforze fosforanowym, pH 7,6

Jest stosowany jako ciecz utrwalajaca na okienkach IF, w celu zwigkszenia fluorescencji.

Na,HPO,.,, H,0 32 ¢
NaH,PO,., H,0 015 g
Gliceryna 50 ml

Woda destylowana 100 ml
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Dodatek 4
Wyznaczanie poziomu skazenia w badaniu IF

Pole powierzchni (S) okienka na szkietku wielopunktowym
_ m2
4
gdzie: D = $rednica okienka
Pole powierzchni (s) obiektywu:

_ nd2
4

gdzie: d = $rednica pola
Wyznaczy¢ d z pomiaru bezposredniego albo obliczy¢ warto$¢ d z nastepuja-
cego wzoru:

_oomi?2

TG x4

gdzie: i = wspdlezynnik pola (zalezy od rodzaju okularu i zmienia si¢ od 8
do 24),

wsp6lczynnik rury (1 lub 1,25),

K
G = powigkszenie obiektywu 100x, 40x itp.
z réwnania (2) wynika, ze:

d = /%
s

z rownania (3) wynika, ze:

— mt i
d = 4XGZK2X47GK

s

Obliczy¢ liczbg typowych komoérek fluorescencyjnych w polu widzenia (c).
Obliczy¢ liczbe typowych komérek fluorescencyjnych w zaglebieniu (C).
S

s

C =c¢

Obliczy¢ liczbe typowych komérek fluorescencyjnych w 1 ml zawiesiny (N).

N = Cx 1000
y

gdzie: y = objeto$¢ zawiesiny w zaglebieniu,
F = wspélezynnik rozcieficzenia zawiesiny.



402 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

03/t. 23

Dodatek 5

Materialy do badania ELISA

Bufor pokrywajacy podwdjnej mocy, pH 9,6

Na2CO3 6,36 g
NaHCO3 11,72 g
Woda destylowana 1 litr

Rozpusci¢ sktadniki i sprawdzi¢ warto§¢ pH. Odczyn musi by¢ wlasciwy.
Sterylizowaé w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.

Mozna dodaé siarczek sodu, o stgzeniu koficowym 0,2 %, jako antyutleniacz, jezeli ekstrakt zawiera znaczna ilo$é
czgsteczek substancji aromatycznych.

10 x PBS —roztwér soli w buforze fosforanowym, pH 7,4

Na(Cl 80 g
KH2PO4 2g
Na2HPO4.12 H20 29 g
Kl 2g
Woda destylowana 1 litr

Rozpusci¢ sktadniki i sprawdzi¢ warto$¢ pH.

Sterylizowaé w autoklawie w temp. 121 °C przez 15 minut.

Roztwér soli w buforze fosforanowym-Tween (PBS-T)

10 x PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Woda destylowana 895 ml

Bufor blokujacy (przeciwcialo) (nalezy go przygotowywal na krétko przed wykorzysta-

niem)

10 x PBS 10 ml
Poliwinylopirolidon-44 000 (PVP- 20 ¢
44)

10 % Tween 20 05 ¢g
Mleko w proszku 05¢g
Woda destylowana do 100 ml

Roztwér substratu w zasadowym buforze fosforanowym, pH 9,8
Dietanoloamina 97 ml

Woda destylowana 800 ml

Zmieszaé skladniki, doprowadzi¢ pH do wartosci 9,8 za pomoca stezonego roztworu HCL
Uzupekni¢ wodg destylowang do 1 1.
Doda¢ 0,2 g MgCl,.

Rozpusci¢ po dwie tabletki substratu fosfatazy po 5 mg (Sigma) na 15 ml roztworu.
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Dodatek 6
Materialy do badania PCR

Sekwencja oligonukleotydéw primeréw
Primer OLI-1 5-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3
Primer Y-2 5-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3

Dane o stosowanych materialach odszuka¢ w pracy Seal i wsp. (1993).

Dodatek 7
Materialy do badania selektywnego wysiewania na plytkach oraz badania na wzbogacanie
Pozywka selektywna SMSA (Engelbrecht, 1994, modyfikacja — Elphinstone i wsp., 1996), lecz bez agaru oraz soli tetra-

zolowych.
Pozywka podstawowa

Aminokwasy CAS (Difco) lg
Pepton Bacto (Difco) 10 g
Gliceryna 5 ml
Agar (Difco) 15 g
Woda destylowana 11

Przygotowac po ¥2 | pozywki w kolbach o pojemnosci 1 1.

Rozpusci¢ skladniki i sprawdzi¢ warto$¢ pH. W razie potrzeby doprowadzi¢ pH do wartosci 6,5 przed sterylizacja w
autoklawie. Ralstonia solanacearum nie ros$nie dobrze na pozywkach o wartosciach pH wyzszych od 7,0.

Sterylizowaé w autoklawie w temp. 121 °C przez 15 minut.
Ozigbi¢ do temperatury 50 °C.

Doda¢ nastepujace skladniki (wszystkie produkcji Sigma) tak, by otrzymac nastepujace stezenia koricowe:

Fiolet krystaliczny 5 mg/l
Siarczan polimyksyny B 100 mg/l (ok. 600 000 jedn.) Sigma P-1004
Bacytracyna (¥) 25 mgfl (ok. 1 250 jedn.) Sigma B-0125
Chloroamfenikol 5 mg Sigma C-3175
Penicylina-G 0,5 mg/l (ok. 825 jedn.) Sigma P-3032
Sole tetrazolowe 50 mg/l

Rozpusci¢ skladniki w 70 % alkoholu etylowego tak, aby otrzymal oczekiwane stezenia w przygotowanej pozywce.
Niektore skladniki, jak np. polimyksyna B oraz chloroamfenikol, wymagaja ogrzewania i wstrzgsania podczas rozpusz-
czania.

Pozywka SMSA (Elphinstone i wsp., 1996)
Przygotowaé pozywke w podobny sposdb jak selektywna pozywke SMSA, ale bez dodawania agaru.

Odmierzy¢ po 3 ml do uniwersalnych probéwek jednorazowych o pojemnosci 30 ml.

() W razie potrzeby moana zmniejszy¢ stezenie bakterii saprofitycznych bez hamowania Ralstonia solanacearum, zwigkszajac stezenie
bacytracyny do 300 ppm
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ZALACZNIK 11T

1. We wszystkich przypadkach podejrzenia wystapienia organizmu, gdy uzyskano pozytywny wynik badania/badan
przesiewowego dla wyszczegdlnionego materialu roslinnego, stosujac wlasciwa metode okreslona w zalaczniku II,
lub we wszystkich innych przypadkach — stosujac inna dowolng oficjalnie zaakceptowana metodg, gdy oczekuje sig
na potwierdzenie lub wykluczenie wyniku po zakoficzeniu stosowanych badan, nalezy we whasciwy sposéb zachowacd
i zabezpieczyé:

— gdy tylko jest to mozliwe, parti¢ produkcyjng lub jej cz¢$¢ (z ktdrej pobrano prébke) w oryginalnym opakowaniu,
z jego etykieta,

— gdy tylko jest to mozliwe, pozostala czg$¢ prébek,

— wszelkie pozostale ekstrakty oraz inny przygotowany do badan przesiewowych material, np. szkielka do immu-
nofluorescencji, oraz wszelkie stosowne dokumenty

— az do zakoniczenia opisywanych badan.
2. W przypadku potwierdzenia wystgpienia organizmu nalezy zachowac i we wlasciwy sposdb zabezpieczy¢:
— material wyszczeg6lniony w ust. 1, oraz

— probke zarazonego materiatu z ziemniaka lub psianki podtuznej, zaszczepionego ekstraktem z bulwy lub rosliny,
gdy jest to stosowne, a takze, wyizolowang kulture¢ organizmu,

— co najmniej przez 1 miesigc od przeprowadzenia procedury powiadamiania, na podstawie art. 5 ust. 2.
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ZAELACZNIK IV

Elementy poddane badaniom, do ktérych odnosi si¢ art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt i) obejmuja, w zaleznosci od potrzeb:

i

=

miejsce produkgji,
— upraw ziemniaka, ktére sa klonalnie spokrewnione z ziemniakami, porazonymi przez organizm,
— upraw pomidora, ktére pochodzg z tego samego zrddla, co pomidory skazone przez organizm,

— upraw ziemniaka lub pomidora, ktére zostaly objete urzedowa kontrolg w zwigzku z podejrzeniem wystgpienia

organizmu,

— upraw ziemniaka, ktére sa klonalnie spokrewnione z ziemniakami rosngcymi na uprawach zarazonych orga-

nizmem,

— upraw ziemniaka lub pomidora zlokalizowanych w poblizu zarazonych miejsc uprawowych, tacznie z takimi, jak
plantacje produkcyjne, na ktérych wykorzystywany jest ten sam sprzet i urzadzenia niezaleznie od tego czyja jest

wlasnoscig,

— w ktorych stosuje si¢ do nawadniania lub zraszania wody powierzchniowe ze zrédla, o ktérym wiadomo lub

podejrzewa sig, ze zostalo skazone organizmem,

— w ktérych wykorzystuje si¢ te same wody powierzchniowe do nawadniania lub zraszania, co w dowolnym

miejscu produkeji, w ktdrym potwierdzono lub podejrzewa si¢ obecno$é organizmu,

— zalane lub wczesniej zalane wodami powierzchniowymi, o ktérych wiadomo lub podejrzewa si¢, ze zostaly

zakazone organizmem oraz,

ii) wody powierzchniowe, stosowane do nawadniania lub zraszania, lub takie wody, ktére zalaly polea) uprawne lub

miejscea) produkgji, o ktérych wiadomo, ze zostaly zakazone organizmem.
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ZALACZNIK V

1. Postgpowanie w celu okreslenia rozmiaru prawdopodobnego zarazenia, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt iii) oraz 5
ust. 1 lit. ¢) ppkt ii) obejmuje:

— wyszczeg6lniony material rolinny rosnacy na miejscu uprawy, uznanym za zakazone na mocy art. 5 ust. 1
lit. a) ppkt iii),

— miejsce(-a) produkcji oraz zwiazane produkcja z wyszczegélnionym materiatem roslinnym, uznane za zakazone,
na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii), facznie z tymi miejscami, w ktérych wykorzystuje si¢ to samo wyposazenie
i urzadzenia, bezposrednio lub poprzez wspélnego kontrahenta,

— wyszczeg6lniony material rolinny, wytworzony w miejscu(-ach) produkeji, do ktérych odnosi si¢ poprzednie
tiret lub obecne w takim miejscu(-ach) produkcji, w okresie czasu, gdy wyszczeg6lniony material roslinny, uznany
za zakazony na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii), byl obecny w miejscu produkeji, do ktérego odnosi sig tiret
pierwsze,

— magazyny, w ktérych znajdowat si¢ wyszczegdlniony materiat roslinny z powyzej omawianych miejsc produkdji,

— wszelkie maszyny, urzadzenia, pojazdy, zbiorniki, magazyny, oraz ich czgéci, a takze wszelkie inne obiekty,
facznie z opakowaniami, ktére moglyby by¢ w kontakcie z wyszczegdlnionym materialem ro$linnym uznanym
za zakazony, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii),

— caly wyszczegblniony material rodlinny, przechowywany lub bedacy w kontakcie z wszelkimi strukturami lub
obiektami, wyszczegdlnionymi w poprzednim tiret, przed ich czyszczeniem i dezynfekcja,

— w wyniku dochodzenia i badania, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt i), w przypadku ziemniaka, bulwy lub
rodliny, ktére cechuje klonalne powinowactwo, a w przypadku pomidora, te rosliny, ktére pochodza z tego
samego zrodla co wyszczegdlniony material roslinny, uznany za zakazony na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii), i
ktéry, cho¢ moze potem dawaé negatywne wyniki badania na obecno$¢ organizmu, wydaje si¢ teraz, ze moze
by¢ zarazony dzigki zwigzkowi klonalnemu,

— miejsce(-a) produkcji wyszczegdlnionego materiatu rolinnego, przedstawione w poprzednim tiret,

— miejsce(-a) produkcji wyszczegdlnionego materiatu roslinnego, w ktorych stosuje si¢ wody powierzchniowe do
nawadniania lub zraszania, ktore zostaly uznane za zarazone, na mocy art. 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt ii),

— wyszczeg6lniony material roslinny, wyprodukowany na polach zalanych wodami powierzchniowymi, dla ktérych
potwierdzono zakazenie organizmem.

2. Okreslenie mozliwego rozprzestrzenienia si¢ organizmu, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) iv) oraz art. 5 ust. 1 lit. ¢)
ppkt iii) obejmuje:
i) w przypadkach objetych art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt iv), rozpatrzenie nastgpujacych spraw:
— blisko$¢ innych miejsc uprawy wyszczegdlnionego materiatu roslinnego,
— wspdlna produkcja i wykorzystywanie zapaséw materialu siewnego ziemniaka,
— miejsca produkeji, w ktérych wykorzystuje si¢ wody powierzchniowe do nawadniania lub zraszania wyszcze-

g6lnionego materiatu rodlinnego, w przypadkach, gdy istnieje ryzyko wyplywu wody powierzchniowej, lub
zalania miejsca(-sc) produkecji, uznanych za zakazone na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii);

ii) w przypadkach gdy wody powierzchniowe zostaly uznane za zakazone, na mocy art. 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt ii):

— miejsce(-a) produkeji wyszczegdlnionego materialu rodlinnego, sasiadujacych lub narazonych na ryzyko
zalania przez wody powierzchniowe uznane za zakazone,

— dowolnych zbiornikéw nawadniajacych, faczacych si¢ z woda uznang za zakazona.
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3. Szczegblowe informacje zawarte w powiadomieniu, wskazanym w art. 5 ust. 2 akapit pierwszy obejmuja:

— datg zgloszenia podejrzewanej obecno$ci na mocy art. 4 oraz daty pobrania prébek oraz potwierdzenia obec-
nosci organizmu na mocy art. 5,

— opis sposobu oznaczenia elementéw zakazonych oraz wytyczenia strefy zakazonej.

4. Szczegélowe informacje zawarte w dodatkowym powiadomieniu, przedstawionym w art. 5 ust. 2 akapit drugi
obejmujg:

— w przypadku wszelkich serii produkcyjnych lub wysytkowych ziemniaka, uznanych za zakazone, Swiadectwa
zalecane w art. 7 i 8 dyrektywy 77/93/EWG, numer paszportu lub numer rejestracyjny producenta ziemniaka,
domow towarowych lub centréw wysytkowych, w zaleznosci od sytuacji,

— w przypadku wszelkich serii produkeyjnych lub wysylkowych pomidora, uznanych za skazone, Swiadectwa zale-
cane w art. 7 oraz 8 dyrektywy 77/93/EWG oraz numer paszportu, zgodnie z wykazem przedstawionym w
dodatku V czgs¢ A sekcja 1.2.2 do dyrektywy 77/93[EWG,

— nazwe gatunkows i kategori¢ zapaséw materiatu siewnego ziemniaka, oraz jedli to jest mozliwe, we wszystkich
innych przypadkach,

— inne informacje dotyczgce potwierdzonego zakazenia, jakich moze zazada¢ Komisja.
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ZALACZNIK VI

1. W odniesieniu do art. 6 ust. 1 stosuja si¢ nastgpujace przepisy:

— spalanie, lub

— zastosowanie jako paszy dla zwierzat, lub po uprzedniej obrébce cieplnej, ktora zabezpieczy przed ryzykiem
przezycia organizmu, lub

— glebokie zakopanie na skladowisku odpadéw, gdzie nie wystepuje ryzyko przesaczenia si¢ na uzytki rolne, ani
kontaktu ze zrédtami wody, ktéra moglaby by¢ wykorzystywana do nawadniania lub zraszania uzytkéw rolnych,

lub

— przetworstwo przemystowe, poprzez bezposrednie i natychmiastowe przestanie do fabryki, posiadajacej urze-
dowo zaakceptowane urzadzenia do sktadowania odpadéw, zgodne z przepisami ustalonymi w zalaczniku VII do
niniejszej dyrektywy, lub

— podjecie innych $rodkéw, pod warunkiem Zze nie niosa one ze sobg mozliwego do zidentyfikowania ryzyka
rozprzestrzeniania si¢ organizmu; o tych $rodkach nalezy niezwlocznie powiadamia¢ Komisje i pozostale Pafistwa
Czlonkowskie.

. Wlasciwe uzycie lub skladowanie jako odpady wyszczegdlnionego materialu roslinnego, okreslonego w art. 6 ust. 2,

pod kontrola upowaznionych organéw urzgdowych danego Panstwa(-w) Czlonkowskiego(-ich), przy zapewnieniu
wlasciwego komunikowania si¢ wlasciwych organéw urzedowych, w celu zapewnienia statej kontroli oraz akceptacji
przez upowaznione organy Panstwa Czlonkowskiego, w ktérym ziemniaki sa pakowane lub przetwarzane, w
zwigzku z wymienionymi w pierwszym i drugim tiret urzadzeniami do usuwania odpadéw, obejmuje:

i) w stosunku do bulw ziemniaka,

— uzycie ich jako ziemniaki konsumpcyjne, pakowane w miejscach, w ktérych sg urzadzenia przeznaczone do
usuwania odpadéw, gotowe do szybkiej dostawy i zastosowania bez przepakowywania, przeznaczone do
bezposredniego wykorzystania, lub

— uzycie ich jako ziemniaki konsumpcyjne, przeznaczone do przetwérstwa przemystowego oraz przeznaczone
do bezposredniej i natychmiastowej dostawy do zakladu przemystowego, wyposazonego w odpowiednie
urzgdzenia do usuwania odpaddéw, lub

— niektére inne ich uzycie lub sposoby przeznaczenia na odpady, pod warunkiem ze zostanie potwierdzony
brak ryzyka rozprzestrzeniania si¢ organizmu, oraz ze postgpowanie powyzsze uzyska zatwierdzenie odpo-
wiednich, upowaznionych organéw urzedowych. O podjetych Srodkach nalezy niezwlocznie powiadomié
Komisje¢ i pozostale Panistwa Czlonkowskie.

ii) w odniesieniu do innych cz¢éci roslin, lacznie z todyga oraz resztkami lisci,
— zniszczenie, lub
— niektdre inne sposoby wykorzystania lub przeznaczenia na odpady, pod warunkiem Ze zostanie potwierdzone,

iz nie stanowia one ryzyka rozprzestrzeniania si¢ organizmu; o tych $rodkach nalezy powiadomi¢ Komisj¢
oraz upowaznione organy urzedowe pozostatych Panistw Czlonkowskich.

. Wlasciwymi metodami odkazania obiektow, okreslonych w art. 6 ust. 3 jest oczyszczanie, oraz w przypadkach

uzasadnionych — dezynfekcja tak, aby nie powstalo mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrzeniania si¢ orga-
nizmu. Metody te nalezy stosowaé pod nadzorem upowaznionych organéw urz¢dowych Paristw Czlonkowskich.

. Szereg $rodkéw, ktére Panstwa Czlonkowskie wprowadza w wytyczonej strefie(-ach) ochronnej(-ych), na mocy art. 5

ust. 1 lit. a) ppkt iv) oraz art. 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt iii), okre$lonych w art. 6 ust. 4, obejmuja:

4.1. we wszystkich miejscach produkcji uznanych za skazone, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii):

a) na polu uprawnym lub w jednostce chronionej produkgji roslin, uznanych za zarazone, na mocy art. 5
ust. 1 lit. a) ppkt ii), rowniez
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i) w ciggu co najmniej czterech lat wegetacji, po stwierdzeniu zarazenia,

— podjete zostang Srodki, prowadzace do wyeliminowania samosiewéw ziemniaka oraz pomidora, a
takze innych rodlin, zywicielskich dla organizmu, facznie z chwastami psiankowatymi oraz

— nie nalezy uprawiac:
— plantagji nasiennych ani produkcyjnych ziemniaka,
— plantagji nasiennych ani produkcyjnych pomidora,
— uwzgledniajgc biologie organizmu:
— innych jego roslin zywicielskich,
— roélin z gatunku Brassica, poniewaz istnieje ryzyko, ze ten organizm moze w nich przetrwad,

— upraw, dla ktérych istnieje mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrzeniania si¢ orga-
nizmu;

— w pierwszym sezonie uprawy ziemniaka lub pomidora, zaraz po okresie opisanym w poprzednim
ustepie, jezeli sprawdzono, Ze na polu uprawnym nie ma ani samosiewéw ziemniaka lub pomidora,
ani innych rolin zywicielskich organizmu, lacznie z chwastami psiankowatymi, przez dwa kolejne
lata wegetacji przed sadzeniem roslin,

— w przypadku ziemniaka, odpowiedni kwalifikowany material siewny mozna bedzie wysadzac,
jedynie do celow przetworstwa, pod warunkiem ze:

— zostanie przeprowadzona kontrola, obejmujaca przeprowadzenie badan, zgodnie z art. 2 ust. 1,

— w sezonie uprawy ziemniaka lub pomidora, nastepujacym bezposrednio po tym, do ktérego odnosit
sie poprzedni tiret, po odpowiednim cyklu rotacji, w przypadku ziemniaka bedzie wysadzany kwalifi-
kowany material siewny, jak i do celow przetwérstwa, a w przypadku ziemniaka i pomidora jest
prowadzona urzedowa kontrola zgodnie z art. 2 ust. 1, lub

i) podczas pigciu lat wegetacji, od czasu zakazenia:

— powinny by¢ podejmowane dzialania zmierzajace do eliminacji samosiewéw ziemniaka oraz pomi-
dora i innych rodlin zywicielskich organizmu, acznie z chwastami psiankowatymi, a takze

— nalezy wyznaczy¢ pole, ktore w ciagu pierwszych trzech lat nalezy: albo pozostawi¢ odlogiem, albo
uprawia¢ na nim zboza lub w zaleznosci od ocenionego stopnia ryzyka — jako stale pastwisko lub
plantacje nasienne traw; po czym przez kolejne dwa lata beda tam uprawiane rodliny zywicielskie
omawianego organizmu i nie stanowig mozliwego do zidentyfikowania ryzyka rozprzestrzeniania si¢
lub przetrwania tego organizmu,

— w pierwszym sezonie uprawy ziemniaka lub pomidora, po okresie oméwionym w poprzednim tiret,

— w przypadku ziemniakéw wysadzany moze by¢ tylko kwalifikowany material siewny posiadajacy
stosowne $wiadectwo — na material siewny lub do celéw przetworstwa,

ponadto prowadzone sa urzgdowe kontrole, obejmujace przeprowadzenie badan, wedtug art. 2
ust. 1;

b) w innych sytuacjach:
— w roku wegetacji nastgpujacym bezposrednio po wykryciu zakazenia:

— nie bedzie si¢ uprawia¢ plantacji nasiennych ani towarowych ziemniaka i innych roslin zywicielskich
danego organizmu, a zostang podjete dzialania zmierzajace do wyeliminowania samosiewow roslin
ziemniaka, pomidora oraz innych rodlin zywicielskich danego organizmu, facznie z chwastami psian-
kowatymi, stosownie do okolicznosci, albo

— w odniesieniu do bulw ziemniaka, mozna bedzie sadzi¢ wylacznie urzedowo dopuszczony kwalifiko-
wany material siewny, do celéw przetwoérstwa pod warunkiem Ze upowaznione organy uznajg, ze
zostalo wyeliminowane ryzyko pojawienia si¢ samosiew6éw ziemniaka, pomidora oraz innych roslin
zywicielskich danego organizmu. Plantacje w okresie wegetacji beda poddawane kontroli w odpo-
wiednich okresach czasu, a samosiewy ziemniaka bedg kontrolowane na obecno$¢ danego organizmu;
ponadto — w przypadku ziemniaka — kontrolowane beda zbiory bulw;
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— w pierwszym roku wegetacji, bezposrednio po roku wymienionym w tiret pierwszym,

— w przypadka ziemniaka tylko urzedowo dopuszczony kwalifikowany material siewny moze by¢
uzywany do celéw produkeji nasiennej lub przetworstwa,

najwcze$niej w drugim roku wegetacji po roku, wymienionym w tiret pierwszym,

— w przypadku ziemniaka, jedynie urzgdowo dopuszczony kwalifikowany material siewny ziemniaka
lub material siewny ziemniaka wyhodowany pod nadzorem upowaznionego organu urzedowego s3
uprawiane albo na material siewny albo do celéw przetwérstwa,

— w ciggu wszystkich lat wegetacji, omawianych w poprzednich tiret, zostana podjete $rodki, zmierzajace

do wyeliminowania samosiewéw ziemniaka i pomidora oraz innych rolin zywicielskich organizmu,
facznie z chwastami psiankowatymi, ponadto beda prowadzone kontrole urzedowe, zgodnie z art. 2
ust. 1, a w przypadkach uprawy materialu siewnego ziemniaka na produkcje materialu siewnego, bedzie
prowadzona kontrola bulw;

¢) niezwlocznie po stwierdzeniu zarazenia, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii), a takze w kazdym nastgpnym
roku wegetacji, az do pierwszego sezonu dopuszczenia do uprawy ziemniaka lub pomidora, tacznie z tym
rokiem, na polach(-u) uprawnych(-m), uznanym za zakazone, zgodnie z lit. a):

— wszelkie maszyny i urzadzenia magazynowe znajdujace si¢ w miejscu produkcji oraz wykorzystywane do

produkgji ziemniaka lub pomidora, zostang oczyszczone i w razie potrzeby, zostang poddane dezyn-
fekcji, przy uzyciu wlasciwych metod, wyszczeg6lnionych w ust. 3,

— urzedowe kontrole programéw nawadniania i zraszania, lacznie z zakazem tych czynnosci, zostang

wprowadzone jako zabezpieczenie przed rozprzestrzenianiem si¢ organizmu;

d) w jednostkach produkgji roslinnej chronionej upraw uznanych za zarazone na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt
i), w ktorych mozliwe jest pelne zastapienie podioza uprawowego,

— nie bedg sadzone bulwy, rodliny ziemniaka i inne rodliny zywicielskie dla danego organizmu, lacznie z

rodlinami i nasionami pomidora, dopdki dana jednostka nie zostanie poddana urzedowo uznanym
srodkom, prowadzacym do wyeliminowania organizmu i usunigcia wszelkiego materialu rodlinnego
zywicielskiego dla danego organizmu, facznie - z pelnym zastgpieniem podtoza uprawowego - oczyszcze-
niem, a w razie potrzeby - dezynfekcja podejrzanej jednostki oraz wszelkiego wyposazenia. Nastepnie
trzeba uzyskaé zgode¢ na produkcje ziemniaka lub pomidora ze strony upowaznionych organéw urzedo-
wych, oraz

w przypadku produkeji ziemniaka, odbywa si¢ ona z wykorzystaniem urzedowo dopuszczonego kwalifi-
kowanego materiatu siewnego ziemniakéw, albo z wykorzystaniem minibulw lub mikrobulw, pochodzg-
cych ze zbadanych Zrédel,

zostang wprowadzone urzedowe kontrole programéw nawadniania i zraszania, oraz — w razie potrzeby
— ich zakaz, w celu zapobiezenia rozprzestrzenianiu si¢ danego organizmu.

4.2 W obrebie ochronnej strefy skazenia, bez uszczerbku dla Srodkéw podjetych zgodnie z pkt 4.1. Panstwa Czlon-

kowskie:

a) niezwlocznie i przez najblizsze trzy lata po wykryciu zarazenia:

(aa) w przypadkach okreslenia strefy ochronnej ustalonej na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt iv),

— zapewnia nadzor, sprawowany przez wlasne upowaznione organy urzedowe, plantacji ziemniaka
lub pomidoréw w fazie wegetacji, zmagazynowanych bulw i owocéw lub w fazie produkgji, razem
z zabudowaniami, w ktérych pracuja maszyny do zakontraktowanej produkeji ziemniaka lub pomi-
dora,

— wymagac czyszczenia, lub w razie potrzeby — dezynfekcji maszyn oraz magazynéw w budynkach, z
uzyciem wlasciwych metod, zgodnie z pkt 3,
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— wymagaé, by w strefie uprawiano jedynie urzedowo dopuszczony kwalifikowany material siewny,
albo material siewny pochodzace z uprawy pod nadzorem urzgdowym. Po zbiorach, uprawy
rosngce w miejscach produkcji uznanych za prawdopodobnie zarazone, bedg badane zgodnie z
art. 5ust. 1lit. a) ppkt iii),

— wymagaé oddzielnego przechowywania zbioréw materialu siewnego ziemniaka w odréznieniu od
tych, przeznaczonych do przetworstwa we wszystkich budynkach wewnatrz strefy ochronnej,

— prowadzi¢ urzgdowe kontrole zgodnie z art. 2 ust. 1.

(ab) w przypadkach uznania wéd powierzchniowych za zakazone na mocy art. 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt ii) lub
wod znajdujacych sie w obszarze mozliwego rozprzestrzenienia si¢ organizmu, zgodnie z zalacznikiem
V pkt 2,
— prowadzi¢ coroczng kontrole we whasciwym czasie, facznie z pobraniem prébek wody powierzch-
niowej oraz odpowiednich roslin psiankowatych zywicielskich dla danego organizmu, z odpowied-
nich zrédel wody oraz wykona¢ badania zgodnie z

— dla wyszczegdlnionego materiatu roslinnego, stosowng metodg wymieniong w zalaczniku II lub,
— w innych przypadkach - stosujac urzgdowo zaakceptowana metode,

— prowadzi¢ urzgdowe kontrole programéw nawadniania i zraszania, lacznie z zakazem, w razie
potrzeby, stosowania wody uznanej za zakazong do nawadniania lub zraszania wyszczegélnionego
materialu roslinnego, oraz w miarg potrzeb, innych roélin, dla zapobiezenia rozprzestrzeniania sie
danego organizmu. Zakaz mozna weryfikowaé na podstawie wspominanej wyzej kontroli rocznej,

— w przypadkach zakazenia odpadéw plynnych, nalezy wprowadzi¢ kontrole urzedowe usuwania
odpadéw z przetwérstwa przemystowego lub budynkéw, w ktérych odbywa si¢ pakowanie i prze-
rébka wyszczegdlnionego materiatlu roslinnego.

b) w miarg potrzeb ustanowi¢ program zastgpienia calego zapasu materiatu siewnego w okreslonym czasie.
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ZALACZNIK VII

Urzedowo zatwierdzone urzgdzenia do usuwania odpadéw, okreslone w ust. 1 zalgcznika VI, tiret czwarte, spelniajg

nastepujace przepisy, zapobiegajace rozprzestrzenianiu si¢ danego organizmu:

i) stale odpady z przetworstwa przemystowego ziemniaka oraz pomidora (facznie z odpadami ziemniakéw oraz skorka
ziemniakow i pomidoréw) oraz wszelkie inne stale odpady zwiazane z ta produkcja, powinny by¢ utylizowane naste-
pujaco:

— poprzez glebokie zakopanie na sktadowisku odpadéw, gdzie nie powstaje ryzyko przecieku na uzytki rolne lub
kontaktu z woda, ktéra moglaby by¢ wykorzystana do nawadniania uzytkéw rolnych. Odpady nalezy przenosi¢
bezposrednio na miejsce skladowania, w takich warunkach, ktére zabezpieczaja przed ryzykiem ich zgubienia,
lub

— przez spalanie;

ii) odpady plynne z przetworstwa; przed ich usunigciem nalezy poddac je filtracji lub sedymentacji, dla usunigcia ciat
stalych. Osad ten nalezy usuwa¢ zgodnie z ppkt i).
Nastepnie nalezy odpady plynne:
— ogrzewa¢ do temperatury co najmniej 70 °C przez najmniej 30 minut przed usunieciem, lub

— za zgoda odpowiednich wladz i pod kontrola urz¢dows, usunaé w taki sposéb, by nie weszta w kontakt z gleba
uzytkéw rolnych ani zZrédtami wody, ktéra moglaby by¢ uzyta do nawadniania uzytkéw rolnych. Komisja i
pozostale Pafistwa Czlonkowskie zostang powiadomione szczegélowo o przeprowadzonych operacjach.





