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L 259/1 JURNALUL OFICIAL AL COMUNITATILOR EUROPENE 18.10.1993

DIRECTIVA 93/85/CEE A CONSILIULUI
din 4 octombrie 1993
privind combaterea vestejirii bacteriene a cartofului

CONSILIUL COMUNITATILOR EUROPENE,

avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitdtii Economice
Europene, in special articolul 43,

avand in vedere propunerea Comisiei (1),
avand in vedere avizul Parlamentului European (2),
avand in vedere avizul Comitetului Economic si Social (3),

intrucat productia de cartofi ocupd un loc important in agricul-
tura Comunitdtii; intrucat productia de cartofi este amenintatd
constant de organismele ddunitoare;

intrucat prin protejarea culturilor de cartofi impotriva acestor
organisme trebuie sd se mentind nu doar capacitatea de productie,
ci si o productivitate agricold sporitd;

intrucat masurile de protectie pentru prevenirea introducerii orga-
nismelor ddundtoare in fiecare stat membru ar avea doar un efect
limitat, in cazul in care aceste organisme nu se combat simultan
si metodic in intreaga Comunitate si daca nu se impiedicd raspan-
direa lor;

intrucat unul dintre organismele cele mai ddunitoare pentru
cartofi este Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. subspecia

(1) JOC93,2.4.1993,p. 12.
(3 JOC176,28.6.1993, p. 210.
(}) JOC161,14.6.1993, p. 18.

sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., agentul patogen
al vestejirii bacteriene a cartofului; intrucat aceastd boald a apdrut
in mai multe parti ale Comunitatii si existd incd cateva surse limi-
tate de infectie;

intrucat existd un risc considerabil pentru culturile de cartofi la
nivelul intregii Comunitati, dacd nu se intreprind masuri efective
de localizare a acestei boli si de stabilire a distributiei sale pentru
a preveni aparitia si raspandirea acesteia si a o controla in scopul
eradicdrii;

intruct, pentru a asigura acest lucru, trebuie luate anumite masuri
in cadrul Comunitdtii; intrucat statele membre trebuie sd adopte
si mdsuri complementare sau mai stricte dacd este necesar, cu
conditia si nu fie impiedicati circulatia cartofilor in cadrul Comu-
nitdtii, exceptind cele stabilite prin Directiva 77/93/CEE a Consi-
liului din 21 decembrie 1976 privind masurile de protectie impo-
triva introducerii in statele membre a organismelor ddundtoare
plantelor sau produselor din plante (4); intrucat aceste mdsuri
trebuie sd fie comunicate celorlalte state membre si Comisiei;

intrucat Directiva 80/665/CEE a Consiliului din 24 iunie 1980
privind combaterea vestejirii bacteriene a cartofului (°) stabileste
mdsurile minime pe care trebuie si le intreprinda statele membre
impotriva acestei boli;

(*) JO L 26, 31.1.1977, p. 20. Directivda modificatd ultima datd prin
Directiva 92/103/CEE a Comisiei JO L 363, 11.12.1992, p. 1).
() JOL 180, 14.7.1980, p. 30.
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intrucat de atunci s-au inregistrat progrese semnificative privind
intelegerea vestejirii bacteriene a cartofului si detectarea agentului
patogen al acesteia;

intrucat aplicarea regimului fitosanitar comunitar intregii
Comunititi ca zond fird frontiere interne a necesitat reexaminarea
si revizuirea anumitor dispozitii ale Directivei 80/665/CEE;

intrucat, ca rezultat al unei asemenea reexamindri, s-a constatat ci
dispozitiile Directivei 80/665/CEE sunt insuficiente si cd trebuie
formulate masuri complementare;

intrucat, in aceastd situatie, Directiva 80/665/CEE trebuie si fie
abrogat si s se adopte masurile necesare;

intrucdt masurile trebuie sd tind seama, in primul rand, ci boala
poate rimane latentd si neobservatd att in planta care se dez-
voltd, cat si in tuberculii depozitati, putind fi astfel prevenitd efec-
tiv numai prin producerea si utilizarea de cartofi de simantd
neinfectati si, in al doilea rand, ca sunt necesare controale oficiale
sistematice pentru localizarea acesteia; intrucat raspandirea agen-
tului patogen in planta in crestere nu este cel mai important fac-
tor, dat fiind cd agentul patogen poate rezista iarna in plante de
cartof provenite din tuberculi uitati (plante denumite spontane) si
cd acestea reprezintd sursa majord de infectie transmisi de la un
anotimp la altul; intrucat agentul patogen se raspandeste in
principal prin contaminarea cartofilor ca urmare a contactului cu
alti cartofi infectati si prin contactul cu echipamentul de plantare,
recoltare si manipulare sau cu containerele de transport si
depozitare contaminate cu organismul respectiv prin contactul
anterior cu alti cartofi infectati; intrucat asemenea obiecte conta-
minate pot reprezenta o sursi de infectie o anumiti perioadd de
timp dupd contaminare; intrucat raspandirea agentului patogen
poate fi redusd sau prevenitd prin dezinfectarea acestor obiecte;
intrucat orice contaminare a cartofilor de simantd prezintd un risc
major de raspandire a agentului patogen;

intrucdt, pentru a se putea stabili modalitatea de aplicare a aces-
tor mdsuri generale, cit si a celor mai stricte sau complementare
luate de citre statele membre pentru prevenirea introducerii agen-
tului patogen pe teritoriul lor, este de dorit ca statele membre si
colaboreze indeaproape cu Comisia, in cadrul Comitetului fitosa-
nitar permanent (in continuare numit ,comitet”),

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Articolul 1

Prezenta directivd priveste masurile care trebuie intreprinse in
cadrul statelor membre impotriva Clavibacter michiganensis (Smith)

Davis et al. subspecia sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et
al., cauza vestejirii bacteriene a cartofului (in continuare numit
,organismul”) pentru:

(a) alocaliza si identifica distributia sa;
(b) a preveni aparitia si rispandirea sa; si

(c) in cazul in care este descoperit, pentru a impiedica raspandi-
rea si pentru a-l combate in scopul eradicirii.

Articolul 2

(1) Statele membre efectueazd controale oficiale sistematice de
detectare a organismului pe tuberculi si, dacd este cazul, pe plan-
tele de cartofi (Solanum tuberosum L.) provenite de pe teritoriul lor,
pentru confirmarea absentei organismului.

in scopul acestor controale, in cazul tuberculilor, se preleveazi
mostre de cartofi de simantd si de alt fel, de preferintd din loturi
depozitate si supuse testelor de laborator oficiale sau monitorizate
oficial, care utilizeazd metoda stabilitd in anexa I pentru detecta-
rea si diagnosticarea organismului. In plus, daci este cazul, se pot
efectua inspectii vizuale oficiale sau monitorizate oficial prin
tdierea altor mostre de tuberculi.

In cazul plantelor, aceste controale se efectueazd in conformitate
cu metodele adecvate, iar mostrele sunt supuse unei testiri ofici-
ale sau monitorizate oficial.

Numadrul, originea, stratificarea si perioada prelevarii mostrelor
trebuie sd fie decise de institutiile oficiale responsabile in sensul
Directivei 77/93/CEE, intemeiate pe principii statistice si stiinti-
fice sdndtoase si pe biologia organismului, tindnd cont de
sistemele de productie speciale ale statele membre respective.
Modalitatea de aplicare este prezentatid anual celorlalte state
membre si Comisiei in vederea asigurdrii unor niveluri de sigu-
rantd comparabile intre statele membre pentru confirmarea
absentei organismului.

(2) Rezultatele controalelor oficiale previzute la alineatul (1) se
comunicd, cel putin o datd pe an, celorlalte state membre si
Comisiei. Detaliile acestei comunicdri sunt confidentiale. Ele sunt
prezentate Comitetului in conformitate cu procedura stabilitd la
articolul 16a din Directiva 77/93/CEE.

(3) Se pot adopta urmdtoarele dispozitii in conformitate cu pro-
cedura stabilitd la articolul 16a din Directiva 77/93/CEE:

— detaliile controalelor previzute la alineatul (1) de mai sus se
aplicd potrivit unor principii stiintifice si statistice sandtoase,

— detaliile comunicdrii previzute la alineatul (2) de mai sus.
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(4) Urmditoarele dispozitii se adoptd in conformitate cu proce-
dura stabilita la articolul 16a din Directiva 77/93/CEE:

— metoda adecvatd pentru controalele si testarea previzute la al
treilea paragraf din alineatul (1) de mai sus.

Articolul 3

Statele membre se asigurd cd prezenta suspectatd sau confirmatd
a organismului in plante si tuberculi sau in tuberculii recoltati,
inmagazinati sau comercializati pe teritoriul lor este raportatd
propriilor institutii oficiale responsabile.

Articolul 4

(1) In cazul unei aparitii suspectate, agentiile oficiale responsa-
bile din statele in care aceste cazuri au fost raportate asigurd efec-
tuarea testelor de laborator oficiale sau monitorizate oficial, uti-
lizand metoda stabilitd in anexa I si in conformitate cu conditiile
precizate la punctul 1 din anexa II pentru confirmarea sau
respingerea aparitiei suspectate. In primul caz se aplica cerintele
stabilite la punctul 2 din anexa IL.

(2) In asteptarea confirmdrii sau infirmdrii aparitiei suspectate in
conformitate cu alineatul (1), in acele cazuri de aparitie suspectd
in care:

(i) au fost vizute simptome vizuale ale unui diagnostic suspect
sau

(ii) a fost identificat un test pozitiv de imunofluorescentd in
conformitate cu anexa I sau un alt test pozitiv adecvat,

agentiile oficiale competente ale statelor membre:

(a) interzic circulatia tuturor loturilor sau transporturilor din care
s-au prelevat mostre, cu exceptia celor aflate sub controlul lor
si cu conditia de a se stabili cd nu existd nici un risc identificabil
de raspandire a organismului;

(b) iau masuri de depistare a originii aparitiei suspectate;

(¢) introduc masuri de precautie complementare bazate pe un
nivel de risc estimat pentru prevenirea raspandirii organismu-
lui. Aceste masuri pot include controlul oficial al circulatiei
tuberculilor sau plantelor in cadrul sau in afara incintelor aso-
ciate cu aparitia suspectatd.

(3) In conformitate cu procedura stabilitd la articolul 16a din
Directiva 77/93/CEE se poate adopta dispozitia urmitoare:

— midsurile prevazute la alineatul (2) litera (c) de mai sus.

(4) In conformitate cu procedura stabilitd la articolul 16a din
Directiva 77/93/CEE se poate adopta dispozitia urmatoare:

— celalalt test adecvat prevdzut la alineatul (2) punctul (i) de mai
sus.

Articolul 5

(1) In cazul in care teste de laborator oficiale sau monitorizate
oficial care utilizeazd metoda stabilitd in anexa I confirmd pre-
zenta organismului intr-o mostrd de tuberculi, plante sau parti de
plante, agentiile oficiale ale statului membru respectiv, avand in
vedere principiile stiintifice sdnatoase, biologia organismului si
sistemele speciale de productie, comercializare si prelucrare din
statul membru respectiv:

(a) desemneazd ca fiind contaminati tuberculii sau plantele,
transportul sifsau lotul si utilajul, vehiculele, containerele,
deporitele sau parti din acestea si oricare alte obiecte, inclusiv
materialul de ambalare din care s-a prelevat o mostrd si, dacd
este cazul, locul (locurile) productiei si cdimpul (cimpurile) de
unde au fost recoltati tuberculii sau plantele;

G

stabilesc, luand in considerare dispozitiile punctului 1 din
anexa III, gradul de contaminare probabild prin contact la pre
sau post recoltare sau prin legdtura productiei cu
contaminarea desemnat;

(c) demarcheazid o zond pe baza stabilirii contaminarii conform
literei (a), stabilesc gradul de contaminare probabild conform
literei (b) si posibila raspandire a organismului tindnd seama
de dispozitiile punctului 2 din anexa IIL.

(2) Statele membre comunicd imediat celorlalte state membre si
Comisiei, in conformitate cu dispozitiile de la punctul 3 din anexa
11, orice contaminare desemnatd in conformitate cu alineatul (1)
litera (a) si detalile demarcdrii zonei potrivit alineatului (1)
litera (c).

Detaliile acestor comunicdri sunt confidentiale. Ele pot fi prezen-
tate Comisiei in conformitate cu procedura stabilitd la
articolul 16a din Directiva 77/93/CEE.

(3) In urma comunicirii in conformitate cu alineatul (2) si a ele-
mentelor mentionate, alte state membre detaliate in comunicare
desemneazd, dacd este cazul, contaminarea, stabilesc gradul de
contaminare probabil si demarcheazd o zond in conformitate cu
alineatul (1) literele (a), (b) si respectiv (c).
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Articolul 6

Statele membre stipuleazd cd, dacd tuberculii sau plantele au fost
desemnate ca fiind contaminate in conformitate cu articolul 5
alineatul (1) litera (a), se efectueazd, potrivit articolului 4
alineatul (1), teste pe stocurile de cartofi care au clone inrudite cu
cei contaminati. Se efectueazd teste pe oricat de multi tuberculi sau
plante este nevoie pentru a se stabili sursa primard de infectie
probabild si gradul contamindrii probabile, preferabil in ordinea
gradului de risc.

In urma testirii, se efectueazd, dupd caz, o altd desemnare a
contamindrii, determinarea gradului contamindrii probabile si
demarcarea unei zone, in conformitate cu articolul 5 alineatul (1)
literele (a), (b) si respectiv (c).

Articolul 7

(1) Statele membre stipuleazd cid tuberculii sau plantele desem-
nate ca fiind contaminate in conformitate cu articolul 5 alinea-
tul (1) litera (a) nu pot fi plantate si cd, sub controlul agentiilor ofi-
ciale responsabile, acestia:

— sunt distrusi sau

— eliminati intr-un alt mod, potrivit unor masuri de monitori-
zare oficiale, in conformitate cu dispozitiile punctului 1 din
anexa IV, cu conditia de a se stabili cd nu existd un risc
identificabil de raspandire a organismului.

(2) Statele membre stipuleazd ca tuberculii sau plantele desem-
nate ca fiind contaminate in conformitate cu articolul 5 alinea-
tul (1) litera (b) nu pot fi plantati si, fird a aduce atingere
rezultatului testdrii mentionate la articolul 6 pentru stocurile
inrudite clonal, sunt supusi controlului propriilor agentii oficiale
responsabile, in vederea unei utilizdri adecvate sau distrugerii in
conformitate cu punctul 2 din anexa IV, in asa fel incit si se sta-
bileascd cd nu existd un risc identificabil de rdspandire a organis-
mului.

(3) Statele membre stipuleaza ci toate utilajele, vehiculele, con-
tainerele, depozitele sau parti din acestea sau oricare alte obiecte,
inclusiv materialul de ambalare, desemnate ca fiind contaminate
in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) sau stabilite a
fi probabil contaminate in conformitate cu articolul 5 alineatul (1)
litera (b) sunt fie distruse, fie curdtate si dezinfectate prin utilizarea
de metode adecvate, dupd cum se precizeazd la punctul 3 din
anexa IV. Dupd dezinfectie, toate aceste obiecte nu mai sunt con-
siderate a fi contaminate.

(4) Fird a aduce atingere mdsurilor puse in aplicare in
conformitate cu alineatele (1), (2) si (3), statele membre stipuleazd
cd, in zona demarcatd in conformitate cu articolul 5 alineatul (1)
litera (c), se aplicd o serie de mdsuri, dupd cum se mentioneaza la
punctul 4 din anexa IV.

Atrticolul 8

(1) Statele membre stipuleazd pentru cartofii de simantd cd
acestia trebuie sd indeplineascd cerintele Directivei 77/93/CEE si
cd trebuie si provind direct din materialul obtinut printr-un
program aprobat oficial, despre care s-a constatat c¢d nu contine
organismul, in urma unei testdri oficiale sau monitorizate oficial
bazate pe utilizarea metodei prezentate in anexa L

Testarea mentionatd anterior se efectueazi:

— in cazul in care contaminarea afecteazd productia de cartofi de
sdmantd, in cazul plantelor din selectia clonald initiald;

— in alte cazuri, fie pe plantele din selectia clonald initiald, fie pe
mostre reprezentative din cartofi de simantd de bazd sau din
propagari timpurii.

(2) Se pot adopta urmitoarele dispozitii in conformitate cu pro-
cedura stabilitd la articolul 16a din Directiva 77/93/CEE:

— normele de aplicare a alineatului (1) din prezentul articol, al
doilea paragraf, prima liniut3,

— normele privind mostrele reprezentative previzute la alinea-
tul (1) din prezentul articol, al doilea paragraf, a doua liniuta.

Atrticolul 9

Statele membre interzic detinerea si manipularea organismului.

Articolul 10

Fard sd aducd atingere dispozitiilor Directivei 77/93/CEE, statele
membre pot autoriza derogiri de la misurile mentionate la
articolele 6, 7 si 9 ale prezentei directive, in scopuri experimentale
sau stiintifice si pentru lucrdri de selectie a soiurilor, cu conditia ca
aceste derogdri sd nu prejudicieze combaterea organismului si sd
nu creeze riscul raspandirii acestuia.

Articolul 11

Statele membre pot adopta masuri complementare sau mai stricte,
dacd este cazul, in scopul combaterii organismului sau a prevenirii
raspandirii acestuia, dacd sunt in conformitate cu dispozitiile
Directivei 77/93/CEE.

Misurile complementare mentionate la primul paragraf pot
include prevederea plantirii doar a cartofilor de sdimanta care sunt
fie omologati oficial, fie controlati oficial, in vederea respectarii
standardelor fitosanitare necesare. Cele din urmd se aplicd in
special in cazul fermierilor autorizati sd utilizeze, pe exploatatiile
agricole proprii, cartofi de sdimanta obtinuti din recolta proprie si,
in alte cazuri, s planteze numai cartofi de simanti din productia
proprie.
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Detaliile acestor masuri se comunicd celorlalte state membre si
Comisiei.

Articolul 12

Modificdrile anexelor la prezenta directiva, care urmeaza a fi ficute
avand in vedere progresele stiintifice sau tehnice, se adoptd in
conformitate cu procedura stabilitd la articolul 16a din Directiva
77/93|CEE.

Articolul 13

(1) Pandla 15 noiembrie 1993, statele membre adoptd si publicd
dispozitiile necesare pentru a se conforma prezentei directive. Ele
informeazd de indatd Comisia cu privire la aceasta.

Atunci cand statele membre adopta prezentele dispozitii, acestea
contin o trimitere la prezenta directiva sau sunt insotite de o astfel
de trimitere in momentul publicdrii lor oficiale. Statele membre
stabilesc modalitatea de efectuare a acestei trimiteri.

Statele membre aplicd aceste dispozitii incepand cu data de
16 noiembrie 1993.

(2) Statele membre comunicd de indati Comisiei toate dispozitiile
de drept intern pe care le adoptd in domeniul reglementat de pre-
zenta directivd. Comisia informeazd celelalte state membre cu pri-
vire la aceasta.

Articolul 14

Directiva 80/665/CEE se abrogd cu incepere de la 16 noiembrie
1993.

Articolul 15

Prezenta directivd se adreseazi statelor membre.

Adoptatd la Luxemburg, 4 octombrie 1993.

Pentru Consiliu,
Presedintele,

W. CLAES
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ANEXA I

METODE DE DETECTARE $I DIAGNOSTICARE A BACTERIEI VESTE]JIRII BACTERIENE A
CARTOFULUIL, CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. subspecia SEPEDONICUS

1.1.

1.2.

3.1.

3.2

3.3.

(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al. PE LOTURI DE TUBERCULI DE CARTOF
indepirtarea miezurilor terminale

Se spald 200 de tuberculi in apa de la robinet si se indeparteazd epiderma din jurul capatului fiecdrui tubercul
folosind un scalpel dezinfectat periodic sau un cutit de curdtat cartofi; dezinfectia se poate face prin imersia
cutitului intr-o solutie de etanol 70 % si flambare.

Se indepdrteazd cu grijd miezurile cu tesut conic terminale cu un scalpel sau un cutit de curatat cartofi. Se
mentine excesul de tesut nevascular la minimum. Dupd indepartare, extremitdtile se prelucreazi in termen
de 24 de ore [vezi alineatul (3)] sau se conservd la -20 °C pentru maximum doud siptimani.

Examinarea vizuald pentru descoperirea simptomelor vestejirii bacteriene

Dupd indepartarea extremitatilor, se taie transversal fiecare tubercul si se observd simptomele vestejirii
bacteriene.

Se storc tuberculii §i se urmdresc tesuturile macerate din tesutul vascular.

Cele mai timpurii simptome sunt un tesut usor sticlos sau translucid fird o inmuiere in jurul sistemului
vascular, In special 1angd extremitati. Inelul vascular de la extremitate poate avea o culoare mai inchisd decat
este normal. Primul simptom identificabil imediat este coloratia galbuie a inelului vascular si faptul cd atunci
cand tuberculul este stors usor din vase tasnesc picturi de material branzos. Acest exudat contine milioane
de bacterii. In acest moment se poate produce o colorare bruni a tesutului vascular. La inceput, aceste
simptome pot sd apard numai intr-o parte a inelului, nu neaparat in apropierea extremitatii si se pot extinde
treptat la intregul inel. Pe masurd ce infectia progreseazd, se produce distrugerea tesutului vascular; cortexul
exterior se poate separa de cel interior. In stadiile avansate ale infectiei, apar crapituri la suprafata
tuberculului, care adeseori au culoare rosietici-cafenie la extremitdti. Simptomele pot fi mascate de o invazie
spongioasd sau bacteriand si poate fi dificil, dacd nu imposibil, si se distingd simptomele avansate ale
vestejirii bacteriene de celelalte vestejiri ale tuberculilor.

Pregitirea mostrelor pentru colorarea Gram, colorarea imunofluorescenti (IF) si testul vinetei

Se omogenizeazd extremitatea pand la macerarea completd intr-un diluant cunoscut ca fiind netoxic pentru
Corynebacterium sepedonicum (de exemplu, sare de fosfat tamponatd (SFT) de 0,05 M si pH 7,0), la o
temperaturd de sub 30 °C; se recomandd adiugarea unui peptizant netoxic §i a unui agent antispumant
netoxic (apendicele 1 si 2). Trebuie evitatd o macerare excesiva.

Se extrag bacteriile din amestecul omogen printr-una dintre metodele urmatoare (1):
A. (a) Centrifugare la maximum 180 g timp de10 minute.

(b) Centrifugare supranatantd la minimum 4 000 g timp de 10 minute. Supranatantul se decanteaza si
se arunca.

B. (a) Selasd maceratul in repaus timp de 30 de minute pentru ca resturile de tesut sd se poatd depune.
Se decanteazd supranatantul fird a tulbura sedimentul.

(b) Filtrare a supranatantului printr-un filtru de hartie (Whatman nr. 1) tinut intr-un filtru de sticld
sinterizatd (nr. 2 = 40-100 pm) folosind o pompd de apd. Se colecteaz filtratul intr-un tub
centrifugal. Se spala filtrul cu steril de sare de fosfat tamponatd, pana la un volum maxim al filtratului
de 35 ml

(¢c) Centrifugare a filtratului la minimum 4 000 g timp de 20 de minute.

Se suspendd granulele in steril de fosfat tamponat de 0,01 M si pH 7,2 (apendice 2) pentru a se obtine un
volum total de aproximativ 1 ml. Se face divizarea in doud parti egale si se pastreazd o parte ca martor, prin
congelare la -20 °C (?) sau prin liofilizare. Cealaltd parte se divizeaza in doud jumatati, utilizind una pentru
testul IF si colorarea Gram si cealaltd pentru testul vinetei.

(1) O metodd de extractie alternativd este datd de Dinesen, 1984.

(%) Existd dovada (Janse si Van Vaerenberg, 1987) ca prin congelare se poate reduce viabilitatea lui Corynebacterium sepedonicum.
Suspensia granulei in 10 % glicerol poate rezolva problema.
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3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Este imperativ ca toate controalele pozitive C. sepedonicum si mostrele sd fie tratate separat, pentru evitarea
contamindrii. Aceasta se aplicd lamelor IF si testelor vinetei.

Colorarea Gram

Se prepard coloratii Gram pentru toate dilutiile granulelor (5.2.1) si pentru tuberculii tiiati (2) care au un
aspect sticlos, de vestejire sau alte simptome suspecte. Mostrele se preleveazd de pe marginea tesuturilor
bolnave.

Se prepard coloratiile Gram pentru culturile cunoscute ale C. sepedonicum si, dacd este posibil, pentru
tesuturile infectate (5.1).

Se determind care mostre contin celule corineforme Gram porzitive tipice. In general, celulele C. sepedonicum
au o lungime de 0,8 pand la 1,2 pm si o ldtime de 0,4 pand la 0,60 pm.

In apendicele 3 se indicd un procedeu de colorare adecvat.

Preparatele din infectii naturale sau culturi recent izolate prezintd adesea o predominanta de tulpini cocoide,
care sunt de obicei mai mici decat celulele din culturile agar-agar. In majoritatea mediilor de culturi, celulele
C. sepedonicum sunt tulpini corineforme pleomorfice si pot da o reactie Gram variabild. Celulele sunt unice,
in perechi, cu ,coturi” caracteristice tipice pentru divizarea prin indoire, si, ocazional, in grupuri neregulate,
descrise ca palisade si litere chinezesti.

Protocol pentru testarea IF

Se utilizeazd antiser pentru o coloratie cunoscutd a C. sepedonicum — ATCC 33113 (NCPPB 2137) sau
NCPPB 2140. Aceasta trebuie sa aibd un titru IF mai mare de 1:600. Se include un control SFT pe lamela
de testare pentru a se determina dacd imunoglobulina izotiocianat fluorescent anti-iepure conjugata (FITC)
se combind nespecific cu celulele bacteriale. Corynebacterium sepedonicum [ATCC 33113 (NCPPB 2137),
NCPPB 2140] trebuie utilizatd pentru controale omoloage antigen pe o lameld separati. Tesutul infectat
natural (conservat prin liofilizare sau congelare la -20 °C) se utilizeazd, daci este posibil, ca un control similar
pe aceeasi lameld (figura 2).

Procedeul
Se prepard trei serii de dilutii inzecite (10", 10, 10°) din granula finald in apd distilata (figura 1).

Se picurd cu pipeta un volum standard suficient pentru a acoperi fereastra (aproximativ 25pl) din fiecare
dilutie a granulei sau a suspensiei C. sepedonicum (aproximativ 10° celule/ml) in ferestre pe o lamela cu spoturi
multiple, dupd cum se prezintd in figura 1.

Figura 1

Mostrd silameli de control SFT

Mostri nediluati Mostri diluatd

e
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5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

5.2.10.

5.2.11.

Figura 2

Lameli de control pozitiv

C. sepedonicum
C 10%/ml
Extract pozitiv
de cartofi

L A N N

1:200 1:400 1:800 1:1 600 1:3200

Dilutie antiser

Se acoperd ferestrele adecvate cu antiser C. sepedonicum la dilutiile recomandate, SFT de 0,01 M si pH 7,2
(apendice 2) conform figurii 1. (Se utilizeaza SFT pentru controlul FITC). Dilutia activd a antiserului trebuie
sd fie aproximativ jumdtate din titlul IF. Dacd trebuie incluse alte dilutii antiser, se pregatesc lamele separate
pentru fiecare dilutie ce urmeaza a fi utilizata.

Se incubeazd intr-o camerd umedd, la temperatura ambiantd, timp de 30 de minute.

Se clateste cu grijd cu SFT de 0,01 M si pH 7,2. Se spald timp de 5 minute in trei reprize de SFT 0,01 M si
pH 7,2.

Se elimind cu grija excesul de umezeald.

Se acoperi fiecare fereastrd cu FITC conjugatd in aceeasi dilutie utilizatd pentru determinarea titlului si se
incubeazd intr-o camerd umedd intunecoasd, la temperatura ambiantd, timp de 30 de minute.

Se cliteste si se spald ca mai inainte.

Se aplicd aproximativ 5 pand la 10 pl de glicerind de fosfat tamponatd 0,1 M cu pH 7,6 (sau o valoare similard
cu un pH de minimum 7,6) in fiecare fereastrd si se acopera cu sticld (apendice 2).

Se examineaza cu un microscop prevazut cu o sursd de lumin epifluorescentd si filtre adecvate FITC. Este
indicatd o marire de 400 pand la 1 000. Se scaneazd ferestrele replici peste doud diametre in unghiuri drepte
si in jurul perimetrelor ferestrelor.

Se observd celulele fluorescente din controalele pozitive si se determind titrul. Se observd celulele
fluorescente din fereastra de control FITC/SFT i, dacd acestea sunt absente, atunci se continud cu ferestrele
de testare. Se determind in minimum 10 cAmpuri microscopice numdrul mediu de celule fluorescente tipice
morfologic per cAmp si se calculeazd numdrul pe mililitru al granulei nediluate (apendice 4).

Existd mai multe probleme inerente testului de imunofluorescenta.

— In granulele de cartof pot apirea populatii de fond de celule fluorescente cu morfologie atipicd si
bacteriile saprofite cu reactie incrucisatd de marime si morfologie similare lui Clavibacter michiganensis
subspecia sepedonicus. Se iau in considerare numai celulele fluorescente cu marime si morfologie tipice.

Din cauza posibilitatii producerii unor reactii incrucisate, mostrele cu un test de imunofluorescentd
pozitiv trebuie si fie retestate utilizdndu-se un antiser diferit.

— Limita tehnicd de detectie a acestei metode se situeaz intre 10°si 10* celule pe m! de granuld nediluati.
Mostrele cu un numar de celule tipice IF la limita detectiei sunt de obicei negative in cazul C. m. subspecia
sepedonicus, dar pot fi supuse testului vinetei.
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6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.3.

6.4.

6.4.1.

Se identificd un test de imunofluorescentd negativ pentru toate mostrele la care nu se descoperd celule
fluorescente cu morfologie tipicd. Mostrele sunt considerate ca ,necontaminate” cu Clavibacter michiganensis
subspecia sepedonicus.

Testul vinetei nu este necesar.

Se identificd un test de imunofluorescentd pozitiv pentru toate mostrele la care nu se descoperd celule
fluorescente cu morfologie tipica.

Mostrele la care s-a identificat un test de imunofluorescentd pozitiv cu ambele antiseruri sunt considerate
ca ,potential contaminate” cu Clavibacter michiganensis subspecia sepedonicus.

Testul vinetei este necesar pentru toate mostrele considerate a fi potential contaminate.

Testul vinetei
Pentru detalii de culturd, a se vedea apendicele 5.

Se distribuie granula de la 3.3 la cel putin 25 de vinete aflate in al treilea stadiu de infrunzire (apendice 5)
printr-una dintre metodele indicate mai jos (6.2, 6.3 sau 6.4).

Inoculare prin tdiere [

Se sprijind fiecare ghiveci pe orizontald [un bloc din polistiren expandat, cu o bucata cu dimensiunile de 5 cm
x 10 cm x 15 cm (HxIxL) desprinsi din suprafatd (figura 3) este adecvat pentru un ghiveci de 10 cm]. Intre
tulpind si bloc se amplaseazd o folie de aluminiu sterild pentru fiecare mostrd testatd. Planta este fixatd in
jurul blocului cu o bandi de cauciuc.

Utilizand un scalpel, se executd o tdieturd longitudinald sau usor diagonald de 0,5 pand la 1 cm lungime si
cu o adancime de aproximativ trei patrimi din diametrul tulpinii, intre cotiledoane si prima frunza.

Se tine deschisa tdietura cu varful lamei scalpelului si se badijoneaza altoiul cu un creion de machiat sau cu
o periutd find incdrcatd cu granula respectiva. Se distribuie restul granulei la celelalte vinete.

Se inchide tdietura cu vaselind sterild cu o seringd de 2 ml.

Figura 3

Inoculare prin tdiere Il

Se tine planta intre doud degete si se picurd cu pipeta (circa 5 pand la 10 pl) din granula in suspensie pe
tulpind, intre cotiledoane si prima frunza.

Utilizand un scalpel steril, se executd o tdieturd diagonald (intr-un unghi de aproximativ 5°), cu o lungime
de 1,0 cm si o adancime de aproximativ 2/3 din grosimea tulpinii, tdietura incepand de la picdtura de

granuld.

Se inchide tdietura cu vaselind sterild cu ajutorul unei seringi.

Inoculare prin seringd

Vinetele nu se udi cu o zi inaintea inocularii pentru a reduce presiunea turgor.
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6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Se inoculeazd tulpinile de vanatd exact deasupra cotiledoanelor, folosind o seringd cu ac hipodermic (de
minimum 23G). Se distribuie granula la vinetele respective.

Se inoculeazd 25 de vinete cu o culturd cunoscutd de C. sepedonicum si, dacd este posibil, cu un tesut de
tubercul infectat (5.1) prin aceeasi metodd de inoculare (6.2, 6.3 sau 6.4).

Se inoculeazd 25 de vinete cu SFT steril de 0,05 M prin aceeasi metodd de inoculare (6.2, 6.3 sau 6.4).

Vinetele se incubeaza in conditii adecvate (apendice 5) timp de 40 de zile. Se examineaza regulat simptomele
dupi opt zile. Se numard vinetele care prezintd simptome. C. sepedonicum cauzeazd ofilirea frunzelor
vinetelor, care poate incepe ca o flaciditate marginald sau intervenald. Tesutul ofilit poate sa aiba initial o
culoare verde inchis sau pestritd, dar care devine mai pald inainte de necrozare. Ofilirile intervenale au adesea
un aspect unsuros apos. Tesutul necrozat are adeseori o margine galben-strilucitor. Vinetele nu mor
neapdrat; cu cat este mai indelungatd perioada care precede aparitia simptomelor, cu atét cresc sansele de
supravietuire. Vinetele pot invinge infectia. Vinetele tinere susceptibile sunt mult mai sensibile la populatiile
reduse de C. sepedonicum decat plantele mai batrane, de unde necesitatea de a utiliza vinete aflate in al treilea
stadiu de infrunzire sau exact inaintea acestuia.

Ofilirile pot fi provocate, de asemenea, de populatii de alte bacterii sau ciuperci prezente in granula de tesut
de tubercul. Acestea includ Erwinia carotovora, subspecia carotovora si E. carotovora subspecia atroseptica, Phoma
exigua varietatea foveata, precum si de populatii mari de bacterii saprofite. Aceste ofiliri pot fi deosebite de
cele cauzate de C. sepedonicum deoarece toate frunzele sau intreaga vanita se ofilesc rapid.

Se prepard o coloratie Gram (4) pentru toate loturile de vinete care prezintd simptome, utilizand sectiuni
de tesut de frunzd ofilitd si de tulpind de vanatd, si se izoleazd intr-un mediu nutritiv adecvat (7). Se
dezinfecteazd frunzele vinetelor si tulpinile prin stergere cu o solutie de etanol 70 %.

In anumite cazuri, in special daci conditiile de crestere nu sunt optime, este posibil ca C. sepedonicum s existe
ca o infectie latentd in vinete, chiar dupd incubatia de 40 de zile. Aceste infectii pot avea ca rezultat ofilirea
si pierderea vigorii vinetelor inoculate. Dacd testul IF este considerat pozitiv, se poate considera ca este
necesard o testare suplimentard. Este, asadar, esential sd se compare ratele de crestere ale tuturor plantelor
supuse testului vinetei cu controalele inoculate cu SFT steril de 0,05 M si sd se monitorizeze conditiile de
mediu ale serei.

Recomandarile pentru teste ulterioare sunt urmdtoarele:

se taie tulpinile deasupra locului inoculdrii si se indeparteaza frunzele;

se macereazd tulpinile in SFT de 0,05 M si pH 7,0 ca la 3.1 pand la 3.2;

se utilizeazd o jumdtate de granuld pentru a efectua o coloratie Gram (4) si un test IF (5);

se utilizeazd cealaltd jumdtate pentru un nou test al vinetei (6), dacd coloratia Gram sifsau testele IF sunt
pozitive. Se foloseste o culturd cunoscutd C. sepedonicum si controale sterile de SFT 0,05 M. Dacd nu se
observd simptome in testul ulterior, mostra este consideratd negativa.

Izolarea C. sepedonicum

Diagnosticul poate fi confirmat doar dacd C. sepedonicum este izolat si identificat ca atare (8). Desi C.
sepedonicum este un organism dificil, el poate fi izolat din tesutul simptomatic. Totusi, el poate fi depasit prin
cultivarea rapidd de bacterii saprofite si de aceea izolarea directd din granula de tesut de tubercul (3.3) nu
este recomandatd. Vinetele asigurd un mediu de imbogitire excelent pentru dezvoltarea lui C. sepedonicum
si, de asemenea, permit realizarea unui excelent test de confirmare pe gazda.

Se fac izoldri din toti tuberculii de cartof simptomatici si vinete (4, 6). Dacd este necesar, macerarea tulpinilor
vinetelor se face cala 3 si 6.9.
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Insiruiti suspensii intr-unul dintre urmétoarele medii: (formulele sunt indicate in apendicele 6):
dextrozd agar nutritivd (numai pentru subculturi),

drojdie de glucozi peptidica agar,

drojdie de dextrozd agar nutritiva,

drojdie de extract de sdruri minerale agar.

Se incubeazd la 21 °C timp de maximum 20 de zile.

C. sepedonicum creste incet, producand de obicei colonii cu un varf ascutit, cremos, de forma unei cupole,
in termen de 10 zile.

Reinsiruiti pentru stabilirea puritatii.

Ratele de crestere sunt imbundtdtite prin subculturi. Coloniile tipice sunt de un alb cremos sau ivoriu,
rotunde, netede, iniltate, cu formd de dom convex, mucoid fluidale, cu margini intregi si cu un diametru
uzual de 1 pand la 3 mm.

Identificarea

Multe bacterii corineforme Gram pozitive, cu caractere coloniale similare celor ale lui C. sepedonicum, pot
fi izolate din cartofi §i vinete sdndtoase sau bolnave. In acest context, C. sepedonicum poate fi identificat prin
urmdtoarele teste:

testul IF (5.1);

testul vinetei;

testele de nutritie si fiziologice (apendice 7);

— testul oxiddrii/fermentarii (O/F);

— testul oxidazei;

— cresterea la 37 °C;

— productia de ureazd;

— hidroliza esculinei;

— hidroliza amidonuluj;

— toleranta la o solutie de clorurd de sodiu 7 %;

— testul indolului;

— testul catalazei;

— productia de H,S;

— utilizarea citratului;

— hidroliza gelatinei;

— acid din: glicerol, lactozd, ramnoza si salicin;

— colorarea Gram.

Toate testele trebuie s includd un control cunoscut C. sepedonicum. Testele nutritionale si fiziologice se fac
utilizand inoculdri din subculturile agar nutritive. Comparatiile morfologice se fac din culturi de dextroza
agar nutritive.

Pentru testul IF, populatiile de celule trebuie s fie ajustate la 10° celule/ml. Titrul IF trebuie s fie similar
celui al culturii C. sepedonicum cunoscute.

Pentru testul vinetei, populatiile de celule trebuie s fie ajustate la 107 celule/ml. Testele vinetei se fac
utilizand zece plante pentru fiecare dintre organismele de testare, utilizind din nou cultura cunoscutd C.
sepedonicum si controale de apd sterild; in cazul culturilor pure, ofilirea se obtine in 20 de zile, dar plantele
care nu prezintd simptome dupd aceastd perioada trebuie si fie incubate pe o duratd totald de 30 de zile,
la temperaturi care sd determine dezvoltarea vinetelor, dar fird si depaseasca 30 °C (apendicele 5). Dacd
dupd 30 de zile simptomele nu sunt prezente, cultura nu poate fi confirmati ca fiind o forma patogenica
a lui Corynebacterium sepedonicum.
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Testul

OfF

Oxidaza

Catalazi

Reductia nitratilor
Activitatea ureazei
Productia de H,S
Productia de indol
Utilizarea citratilor
Hidroliza amidonului

Cresterea la 37°

Cresterea in solutie de NaCl 7 %

Hidroliza gelatinei
Hidroliza esculinei
Acid din:

— glicerol

— lactozd

— ramnozd

— salicin

C. sepedonicum

Inert sau slab oxidativ

+

— sau slab
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Apendicele 1

FORMULA FLUIDULUI DE MACERARE RECOMANDAT DE LELLIOTT SI SELLAR, 1976

Compus D C silicon MS A (Hopkins & Williams Ltd, Cat. Nr. 9964-25, Chadwell 10 ml
Heath, Essex, Anglia)

Fulgi de lubrol W (ICT Ltd) 05¢g
Pirofosfat de tetrasodiu lg

Sare fosfaticd tamponatd 0,05 M cu pH 7,0 (apendicele 2) 1 litru
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Apendicele 2

SOLUTII-TAMPON

Sare fosfaticd tamponati 0,05 M cu pH 7,0

Aceastd solutie-tampon poate fi folositd pentru macerarea tesuturilor de tuberculi (2.1)

Na,HPO, 4,26¢
KH,PO, 272
NaCl 80¢

Apa distilatd pand la 1 litru

Sare fostatici tamponatd de 0,01 M cu pH 7,2

Aceastd solutie-tampon este utilizatd pentru diluarea antiserurilor si spalarea lamelelor IF

Na,HPO, 12 H,0 27
NaH,PO, -2 H,0 04¢g
NaCl 80¢g
Apd distilatd pand la 1 litru

Glicerini fosfaticd tamponati de 0,1 M cu pH 7,6

Aceastd solutie-tampon este utilizatd pentru mdrirea fluorescentei in cadrul testului IF

Na,HPO, -12 H,0 32¢
NaH,PO, -2 H,0 015
Glicerol 50 ml

Apd distilatd 100 ml
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Apendicele 3

PROCEDEUL COLORARII GRAM (MODIFICAREA LUI HUCKER) (DOETSCH, 1981)

Solutie de cristale violete
Se dizolvd 2 g de violet cristalin in 20 ml etanol 95 %.
Se dizolvi 0,8 g oxalat de amoniu in 80 ml apa distilata.

Se amestecd solutiile.

Todul Lugol

lod lg
lodurd de potasiu 2¢g
Apa distilatd 300 ml

Solidele se piseazd intr-un mojar. Se adaugd apd si se amestecd pand la dizolvare intr-un recipient inchis.

Solutia de contracolorare Safranin

Se alcdtuieste solutia:
Safranin O 25¢
etanol 95 % 100 ml

Se amestecd si se depoziteaza.

Se dilueaza: 1:10 pentru a obtine o solutie de lucru.

Procedeul de colorare

Se pregitesc frotiurile si dispozitivele de uscare si incilzire cu aer.

Se imerseazd lamela intr-o solutie de violet cristalin timp de un minut.
Se spald cu apd de la robinet.

Se imerseazd in iod Lugol timp de un minut.

Se spald cu apd de la robinet §i usucd cu un absorbant.

N AW N

Se decoloreazd cu etanol 95 %, addugat prin picurare, pand cAnd nu se mai indeparteaza culoarea sau se imerseazd
prin agitare usoard timp de 30 de secunde.

7. Se spald cu apd de la robinet si se usucd cu un absorbant.
8. Se imerseazd in solutie safranin timp de 10 secunde.

9. Se spald cu apa de la robinet si se usucd cu un absorbant.

Coloratia bacteriilor Gram-pozitive este violet-albastrd; bacteriile Gram-negative au o coloratie roz-rosie.
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Apendicele 4

DETERMINAREA POPULATIEI DE CELULE POZITIVE IF

Aria suprafetei (S) ferestrei lamelei multispot

Unde D = diametrul ferestrei
Aria suprafetei (s) campului obiectiv

_ndz

4

unde d = diametrul campului.

Se calculeazd d prin mdsurare directd sau prin formulele urmatoare:

2
T

GK x4

unde i = coeficientul cAmpului (depinde de tipul ocularului i variazd de la 8 la 24)

S

K = coeficientul tubului (1 sau 1,25)
G = amplificarea de 100 x (40 x etc.) a obiectivului

Se numird celulele fluorescente tipice pe camp (c).
Se calculeazd numdrul celulelor fluorescente tipice pe fereastra (C).
C=c-

s

Se calculeazd numarul celulelor fluorescente tipice pe ml de granuld (N).

1000
Y

N =Cx

x F

unde y =volumul granulei pe fereastra,

unde F = factorul de dilutie a granulelor.
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Apendicele 5

CULTURA VINETELOR

Se insdmanteazd seminte de vanitd (Solanum melongena cv. Black Beauty) intr-un compost de seminte pasteurizat.
Puietii cu cotiledoane deplin expandate (10 pana la 14 zile) se risddesc intr-un compost de rasidire pasteurizat.

Se utilizeaza vinete in al treilea stadiu de infrunzire, atunci cand doui dar nu mai mult de trei frunze sunt desficute
complet.

Vinetele trebuie sd fie cultivate intr-o serd, in urmitoarele conditii de mediu:

durata zilei: 14 ore de lumind naturald sau mai mult;
temperatura: ziua: 21 pand la 24 °C,
noaptea: 15 °C.

N.B.: C. sepedonicum nu creste la temperaturi de peste 30 °C. Dacd temperaturile nocturne nu scad la 15 °C, se
poate produce deteriorarea cromoforului (necroza argintie).

Deteriorarea rdddcinii cauzate de larvele sciaride poate fi depdsitd prin aplicarea unui insecticid adecvat.

Vanita Black Beauty poate fi obtinutd de la firmele urmdtoare:

1. AB Hammenhdgs Fro,
270 50 Hammenhog,
Sweden;

2. HURST Seeds Ltd,
Avenue Road,
Witham,

Essex CM8 2DX,
England;

3. ASGRO lItalia Sp A,
Corso Lodi, 23,
Milan;

4. KUPPER
Mitteldeutsche Samen GmbH,
Hessenring 22,
D-37269 Eschwege.
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Apendicele 6

MEDII PENTRU CRESTEREA $I IZOLAREA C. SEPEDONICUM

Agar nutritiv (NA)

Agar nutritiv difco bacto in api distilatd la standardul producitorului. Se sterilizeaza prin autoclavizare la 121 °C timp

de 15 minute.

Dextroza nutritivi agar (NDA)

Agar nutritiv difco bacto cu un continut de 1 % D(+) glucoza (monohidrat). Se sterilizeaza prin autoclavizarela 115 °C

timp de 20 de minute.

Drojdie de glucozi peptidici agar (YPGA)
Extract de drojdie difco bacto (nr. 0127)

Peptond difco bacto (nr. 0118)

D(+)- glucozd (monohidrat)

Agar purificat difco bacto (nr. 0560)

Apa distilatd

Se sterilizeazd cate 0,5 | prin autoclavizare la 115 °C timp de 20 de minute.

Mediu de extract de drojdie de siruri minerale (YGM)

Extract de drojdie difco bacto
D(+)- glucozd (monohidrat)
K,HPO,

KH,PO,

MgSO, -7H,0

MnSO, ‘H,0

NaCl

FeSO, -7H,0

Agar purificat difco bacto

Apa distilatd

Se sterilizeazd cate 0,5 1 prin autoclavizare la 115 °C timp de 20 de minute.

58
58
10g
15¢g

1 litru

20g
25¢g
025¢g
025¢
01g
0,015¢
0,05¢
0,005 ¢
18¢

1 litru
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Apendicele 7

TESTE NUTRITIONALE SI FIZIOLOGICE PENTRU IDENTIFICAREA C. SEPEDONICUM

Toate mediile trebuie si fie incubate la 21 °C si se examineazd dupd 6 zile. Daci cresterea nu a avut loc, se incubeaza
pénd la maximum 20 de zile.

— Testul oxidativ si fermentativ (Hugh si Leifson, 1953) -- testul OJF.

Mediul de bazi:

Kcl 02¢g
MgSO, -7H,0 02¢g
NH,H,PO, 10g
Peptoni difco bacto 10¢g
Agar purificat difco bacto 30¢g
D(+)-glucozd (monohidrat) 10,0 g
Albastru de bromotimol 0,03g
Apa distilatd 1 litru

Se amestecd si se ajusteazd la un pH de 7,0 pand la 7,2 cu KOH 1 N.

Se distribuie in tuburi de culturd Pyrex de 16 mm x 100 mm (capacitate 12 ml) in volume de 5 ml si 10 ml.
Se sterilizeazd prin autoclavizare la 115 °C timp de 10 minute

Se inoculeazd prin tdiere tuburi de 5 ml si 10 ml din fiecare culturd. Se adaugd aseptic 1 pand la 2 ml parafind

lichida sterild la tubul de 10 ml. Se incubeaza.

Reactie pozitiva:

Tub Culoare Interpretare
Deschis Galben } L
. Fermentativa
Inchis Galben
Deschis Galben o
. Oxidativa
Inchis Verde-albastru
Deschis Verzui o L
. Oxidativa sau inert3
Inchis Verde-albastru

— Testul oxidazei (Kovacs, 1956)
Reactivul oxidazei Kovacs:
Solutie apoasa de dihidroclorurd de tetrametil parafenilendiamin 1 % (BDH nr. 30386) in apa distilata.

Acest reactiv trebuie s fie preparat proaspat in volume de 1 ml sau poate fi conservat intr-o sticld maronie la 5 °C
timp de una pand la patru sdptdmani.

Se pune o picaturd de reactiv pe un filtru de hartie intr-o cutie Petri curatd. Se rade imediat o parte din cultura
de testare de pe agarul nutritiv utilizind o bucli de platina.

Reactie pozitivd: apare o coloratie purpurie in termen de 10 secunde. Culturile cu durate de 10 pand la 30 de secunde
sunt slab pozitive.

N.B.: Este esential sd se utilizeze o bucla de platind si culturi NA, deoarece urmele de fier sau continutul ridicat
de zahdr din mediul de crestere pot da rezultate fals pozitive.

— Productia de acid din lactozd, ramnozi, salicin, glicerol
Se prepard un mediu Hugh si Leifson OJF fara glucoza. Se distribuie in volume de 5 ml in tuburi. Se sterilizeazd
prin autoclavizare la 115 °C timp de 10 minute. La baza topita la 45 °C se adaugd aseptic 0,5 ml de solutii apoase

10 % sterilizate prin filtrare de glicerol, lactozd, ramnoza sau salicin. Se amestecd cu grija.

Reactie pozitivd: schimbarea culorii din verde-albastru in galben indicd producerea acidului.
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— Testul catalazei

Se depune o piciturd de peroxid de hidrogen (30 de volume) pe o lameld curatd si se emulsioneazd cu o bucld
de culturi folosind o bucli de platina.

Reactie pozitivd: producerea de bule de oxigen indica prezenta catalazei.
— Reductaza nitratului si denitrificarea (Bradbury, 1970)

Mediu de cultura:

KNO; (fard nitrit) lg
Extract de drojdie difco bacto lg
K,HPO, 5g
Api distilatd 1 litru

Se dozeazd in volume de 10 ml in sticle de 20 ml. Se sterilizeazd prin autoclavizare la 121 °C timp de 15 minute.

Reactiv A:
H,S0, 8g
Acid acetic 5N 1 litru
Reactiv B:
Naftilamina 5¢
Acid acetic 5 N 1 litru

Se inoculeazd mediul de nitrat in duplicat. Se testeazd dupd 10 si 20 de zile, addugand o piciturd de iod Lugol,
0,5 ml de reactiv A si 0,5 ml de reactiv B. Dacd mediul nu devine rosiatic, se adaugd aproximativ 50 mg pudrad
de zinc. Se observi reactia culorii.

Reactia pozitiva: Reactia culorii
Etapa 1 Etapa 2
Nici o reducere de nitrat incolor rosu
Reducerea nitratului pand la nitrit rosu -

(numai reductaza nitratului)

Reducerea nitratului peste nitrit incolor incolor
(denitrificare -- reductaza nitratului si nitritului)

— Productia de ureazi (Lelliott, 1966)

Mediu bazal:
Bazi de uree oxoid agar (CM53) 2,49
Api distilatd 95 ml

Se sterilizeaza prin autoclavizare la 115 °C timp de 20 de minute. Se riceste baza topitd la 50 °C si se adaugd aseptic
5 ml de solutie de uree apoasd 40 % sterilizatd prin filtrare (oxoid SR20). Se amestecd bine.

Se dozeazd in volume de 6 ml in tuburi sterile (16 x 100 mm) si se lasd sd se depund in panta.
Reactie pozitivd: Mediul galben-portocaliu capatd o coloratie rosie visinie sau roz fucsind, dacd s-a produs ureazd.

Utilizarea citratului (Christensen) (Skerman, 1967)
Bazd de citrat agar (Merck 2503) 23g
Apd distilatd 1 litru

Se amestecd si se dizolvd prin incalzire. Se dozeaza in volume de 6 ml ca pentru mediul de uree. Se sterilizeazd
prin autoclavizare la 121 °C timp de 15 minute si se lasd sd se depund in pantd.

Reactie pozitivd: Utilizarea citratului este indicatd printr-o reactie de schimbare a culorii mediului din portocaliu in
rosu.
:
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— Productia de sulfurd de hidrogen (Ramamurthi, 1959)

Mediu:
Tripton difco bacto (nr. 0123)
K,HPO,
NaCl

Apa distilatd

10g
lg
5¢

1 litru

Se dizolvd si se dozeazd in volume de 6 ml in tuburi de 16 x 100 mm. Se sterilizeaza prin autoclavizare la 115 °C

timp de 10 de minute.

Se inoculeaza si se suspenda aseptic o hartie de acetat de plumb (Merck 9511) la gura tubului. Se fixeaza cu capacul.

Se incubeazd timp de maximum doudzeci de zile.

Reactie pozitivd: Producerea H,S din tripton este indicatd prin colorarea in negru maroniu a hartiei reactive.

Productia de indol (Ramamurhti, 1959)
Mediu:

Ca si pentru testul H,S.

Se indepdrteaza hartia de acetat de plumb si se adaugd 1 pana la 2 ml de eter etilic i se agita usor. Se lasd straturile
sd se separe (5 min). Se adaugd cu grijd 0,5 ml de reactiv Kovacs (Merck 9293) in tubul inclinat.

Reactie pozitivi: prezenta indolului este indicatd prin aparitia unei culori rosii in stratul galben dintre eter si

fractiunile apoase.
Crestere la 37 °C (Ramamurthi, 1959)

Mediu:
Amestec nutritiv difco bacto
Apa distilatd
Se amestecd, se dizolvi si se dozeazd in volume de 6 ml in tuburi.
Se sterilizeazd prin autoclavizare la 121 °C timp de 15 minute.
Se inoculeaza si se incubeazd la 37 °C.
Reactie pozitivd: se urmareste cresterea.

Cresterea in clorurd de sodiu 7 % (Ramamurthi, 1959)

Mediu:

Amestec nutritiv difco bacto

Na(Cl

Apa distilatd
Se amestecd, se dizolva si se dozeazd in volume de 6 ml in tuburi.
Se sterilizeazd prin autoclavizare la 112 °C timp de 15 minute.
Reactie pozitivd: se urmareste cresterea.

Hidroliza gelatinei (Lelliot, Billing si Hayward, 1966)

Mediu:
Gelatini difco bacto (nr. 0143)
Apa distilatd

Se amestecd, se dizolva prin incilzire si se dozeazd in volume de 6 ml in tuburi.

Se sterilizeazd prin autoclavizare la 121 °C timp de 15 minute.

Reactie pozitivd: lichefierea gelatinei, chiar daci este tinutd la 5 °C timp de 30 de minute.

8¢
1 litru

8g
70g

1 litru

120 ¢

1 litru
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— Hidroliza amidonului

Mediu:
Agar nutritiv difco bacto (topit) 1 litru
Amidon solubil difco bacto (nr. 0178) 2g

Se amestecd si se sterilizeazd prin autoclavizare la 115 °C timp de 10 de minute.
Se toarnd in talere. Se inoculeazd in spoturi talerele.

Daci se constatd o crestere bund (10 pand la 20 de zile), se indepirteazd o parte din crestere si se imerseazd in
iod Lugol.

Reactie pozitivd: hidroliza amidonului este indicatd prin zone limpezi, sub sau in jurul cresterii bacteriene; restul
mediului se coloreaza in purpuriu.

— Hidrolaza esculinei (Sneath si Collins, 1974)

Mediu:
Peptoni difco bacto 10¢
Esculind 1g
Citrat feric (Merck 3862) 0,05¢
Citrat de sodiu lg
Api distilatd 1 litru

Se amestecd in vederea dizolvarii si se dozeazd in volume de 6 ml in tuburi. Se sterilizeazd prin autoclavizare la
115 °C timp de 10 de minute.

Mediul este limpede, dar are o fluorescentd albastruie.

Reactie pozitiva: hidroliza esculinei este indicatd prin aparitia unei culori maro impreund cu disparitia fluorescentei.
Aceasta poate fi controlatd utilizand o lampa cu raze ultraviolete.
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ANEXA II

1. Pentru fiecare aparitie suspectatd pentru care s-a identificat un test pozitiv de imunofluorescentd, conform
metodei descrise in anexa I, si pentru care se anticipeazd confirmarea sau infirmarea prin aplicarea completd a
metodei mentionate, trebuie s se pastreze i sd se conserve adecvat:

— totii tuberculii sau plantele esantionate ori de cte ori este posibil si
— toate extractele rimase si lamelele de imunofluorescentd pregatite suplimentar,

pand la aplicarea cu succes a metodei mentionate.

2. In cazul confirmirii pozitive a organismului, trebuie s se pdstreze si sd se conserve adecvat:
— materialul specificat la alineatul (1), si
— o mostrd din materialul de vanita infectatd, inoculatd cu un tubercul sau extract de planta si
— cultura izolatd a organismului,

timp de minimum o lund de la procedura de notificare conforma cu articolul 5 alineatul (2).
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ANEXA III

Elementele avute in vedere pentru determinarea gradului contamindrii probabile conform articolului 5

alineatul (1) litera (b) includ:

tuberculii sau plantele crescute in locul de productie desemnat ca fiind contaminat conform articolului 5
alineatul (1) litera (a);

locul/locurile de productie sau localurile avand o anumitd legdturd cu producerea tuberculilor sau plantelor
desemnate ca fiind contaminate conform articolului 5 alineatul (1) litera (a), inclusiv acelea care utilizeazd
echipamente si utilaje de productie in mod direct sau printr-un contractor comun;

tuberculii sau plantele produse in locul/locurile de productie mentionate la liniuta anterioard sau prezente in
asemenea loc/locuri de productie, in perioada in care tuberculii sau plantele desemnate ca fiind contaminate
conform articolului 5 alineatul (1) litera (a) au fost prezente in localurile sau locurile de productie mentionate
la prima liniutd;

depozitele centrale unde se manipuleaza cartofii proveniti din locurile de productie mentionate;

toate utilajele, vehiculele, containerele, depozitele sau parti din acestea si oricare alte obiecte, inclusiv
materialul de ambalare ce ar fi putut intra in contact cu tuberculii sau plantele desemnate ca fiind contaminate
conform articolului 5 alineatul (1) litera (a) in timpul ultimelor 12 luni sau ori de cate ori este necesar,

toti tuberculii sau plantele depozitate in sau in contact cu oricare dintre structurile sau obiectele enumerate
la liniuta anterioard, inainte de curdtarea si dezinfectarea unor astfel de structuri si obiecte si

ca rezultat al testdrii conform articolului 6, tuberculi sau plante cu aceeasi origine clonald cu ale desemnate
ca fiind contaminate conform articolului 5 alineatul (1) litera (a) si pentru care investigatiile indicd o
contaminare probabili.

Elementele care trebuie avute in vedere in determinarea unei posibile rispandiri conform articolului 5 alineatul (1)

litera (c) includ:

proximitatea altor locuri de productie in care se cresc cartofi sau alte plante gazda,

depozitarea in comun a stocurilor de cartofi de simanta.

Detaliile notificdrii la care se referd primul paragraf din articolul 5 alineatul (2) includ:

pentru toate transporturile de cartofi sau lotul desemnat ca fiind contaminat, certificatele stipulate la
articolele 7 sau 8 din Directiva 77/93/CEE, pasaportul sau numdrul de inregistrare, dupd cum este cazul;

denumirea soiului pentru stocurile de cartofi de simantd, si, dacd este posibil, in toate celelalte cazuri;
descrierea elementelor contamindrii desemnate $i demarcarea zonelor;

disponibilitatea extractului, a lamelelor imunofluorescente pregitite, a materialului de vanatd infectatd si a
unei culturi izolate a organismului din testul in care s-a ficut confirmarea pozitivd a organismului.
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4.1.

ANEXA IV

Misurile monitorizate oficial mentionate la articolul 7 alineatul (1) privind eliminarea tuberculilor sau plantelor
desemnate ca fiind contaminate conform articolului 5 alineatul (1) litera (a) sunt urmatoarele:

— utilizarea prelucrdrii industriale prin livrarea directd si imediatd cdtre o uzind prelucritoare, dotatd cu
facilitati adecvate de eliminare a deseurilor, pentru care s-a stabilit cd nu existd un risc identificabil de
raspandire a organismului si cu un sistem de dezinfectare a zonelor de depozitare si a vehiculelor de
transport sau

— alte masuri, cu conditia stabilirii inexistentei unui risc identificabil de rispandire a organismului; aceste
mdsuri se notifici Comisiei si celorlalte state membre.

Misurile de utilizare adecvata sau de eliminare a tuberculilor sau plantelor stabilite ca fiind probabil contaminate
conform articolului 5 alineatul (1) litera (b) si mentionate la articolul 7 alineatul (2), sub controlul institutiilor
oficiale responsabile ale statelor membre, sunt urmatoarele:

— utilizarea pe post de cartofi destinati consumului, gata ambalati pentru livrare directd si utilizare fard
reimpachetare si destinati pentru o astfel de livrare si utilizare directd sau

— utilizarea pe post de cartofi destinati prelucrdrii industriale si livrarii directe si imediate citre o uzind
prelucritoare dotatd cu facilitdti adecvate de eliminare a deseurilor si dezinfectie sau

— alte utilizdri sau elimindri cu conditia stabilirii inexistentei unui risc identificabil de rdspandire a
organismului.

Metodele adecvate pentru curdtare si dezinfectare a obiectelor mentionate la articolul 7 alineatul (3) sunt cele
pentru care s-a stabilit cd nu existd un risc identificabil de rispandire a organismului si care sunt utilizate sub
supravegherea institutiilor oficiale responsabile ale statelor membre.

Seriile de masuri care trebuie puse in aplicare de citre statele membre in zonele demarcate stabilite conform
articolului 5 alineatul (1) litera (c) si mentionate la articolul 7 alineatul (4) includ:

in locurile de productie desemnate ca fiind contaminate conform articolului 5 alineatul (1) litera (a):
(a) pe un teren desemnat ca fiind contaminat conform articolului 5 alineatul (1) litera (a):
(i) — pe durata a minimum trei ani de crestere, care urmeazd anului contaminarii desemnate,

— se iau masuri de eliminare a plantelor de cartof spontane si a altor plante naturale gazda a
organismului si

— nu se planteazd tuberculi, plante sau seminte omologate sau alte plante naturale gazdi a
organismului sau vegetale pentru care s-a identificat un risc de supravietuire sau raspandire a
organismului pand cand se constatd cd terenul nu mai are plante de cartof spontane timp de
minimum doi ani de crestere consecutivi;

— 1in primul sezon de recoltare a cartofilor, care urmeazd dupd perioada specificatd la liniuta
precedentd, se planteazd cartofii de siméantd omologati oficial pentru productia cartofilor de
depozitare si se efectueazd o anchetd oficiald, conform mdsurilor prevazute la articolul 2
alineatul (1);

— 1in sezonul de recoltare a cartofilor care urmeaza celui mentionat la liniuta anterioara si dupa
respectarea unui ciclu de asolament adecvat, se planteazd cartofi de simantd omologati oficial, fie
in scop de insimantare, fie pentru depozitare, si se efectueazd o anchetd oficiald conform
articolului 2 alineatul (1) sau

(i) — pe durata a minimum patru ani de crestere, care urmeaza anului contaminarii desemnate,

— se fau mdsuri de eliminare a plantelor de cartof spontane si a altor plante naturale gazdd a
organismului i

— terenul este ldsat necultivat ca parloagd sau ca pasune permanentd, cositd scurt sau cu pasunat
intens,

— 1in primul sezon de recoltare a cartofilor, care urmeaza perioadei specificate la liniuta precedentd,
se planteaz cartofii de simantd omologati oficial, fie in scop de insimantare, fie pentru depozitare,
si se efectueazd o anchetd oficiald, conform masurilor prevdzute la articolul 2 alineatul (1);
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(b) pe alte terenuri:

-- in timpul anului de crestere care urmeaza anului contamindrii desemnate:

— fie nu se planteazd tuberculi, plante, seminte omologate sau alte plante naturale gazdd a
organismului si se iau masuri de eliminare a plantelor de cartof spontane, daci este necesar,

— fie se planteazd numai cartofi de simantd omologati oficial, cu conditia ca institutiile oficiale
responsabile sd aibi garantia cd s-a indepdrtat riscul plantelor de cartofi spontane si al altor plante
gazdi naturale;

pe durata a minimum doi ani de crestere care urmeaza anului specificat la liniuta precedentd, se
planteazd numai cartofi de simantd omologati oficial, in scopul insimantarii sau pentru depozitare;

— 1in fiecare dintre anii de crestere mentionati la liniuta precedentd, se iau mdsuri de eliminare a plantelor

spontane si a celor naturale gazdd a organismului si se efectueazd o anchetd oficiali conform
articolului 2 alineatul (1);

daci se planteazi cartofi de simantd omologati oficial pentru depozitare in anul de crestere urmator
contamindrii desemnate, recolta se inspecteazd la intervale adecvate si plantele de cartof spontane sunt
supuse testului de depistare a organismului;

imediat dupad desemnarea contaminarii conform articolului 5 alineatul (1) litera (a) si in fiecare dintre anii
de crestere ulteriori pand la si inclusiv primul sezon permis de recoltare a cartofilor de pe terenul/terenurile
desemnate ca fiind contaminate, conform masurilor prevazute la litera (a), toate echipamentele si facilitatile
de depozitare de la locul de productie si cele aferente productiei de cartofi se curdta si se dezinfecteazd dupa
cum este necesar si prin utilizarea unor metode adecvate conform punctului (3);

(d) la acele sisteme de productie unde este posibild inlocuirea completd a mediului de cregtere,

— nu se planteazd tuberculi, plante sau seminte omologate dect cu conditia ca unitatea de productie si

fie supusd masurilor de monitorizare oficiald de eliminare a organismului si se elimind toti cartofii sau
alte materiale solanacee, inclusiv minimum o schimbare completd a mediului de crestere si a modului
de curidtare si dezinfectare a unitatii de productie si a tuturor echipamentelor si in temeiul obtinerii
aprobdrii ulterioare de productie a cartofilor din partea institutiilor oficiale responsabile si

productia de cartofi se realizeazd din cartofi de simantd omologati oficial sau din mini-tuberculi sau
micro-plante obtinute din surse testate;

4.2. in cadrul zonei demarcate si fird a se aduce atingere mdsurilor prevazute la punctul 4.1, statele membre:

(a) imediat si pentru minimum trei sezoane de crestere dupd contaminarea desemnata:

b

=

asigurd supravegherea de citre institutiile oficiale responsabile a localurilor de crestere, depozitare sau
manipulare a tuberculilor de cartofi, impreund cu localurile unde functioneaza utilaje destinate
productiei de cartofi potrivit unor conditii contractuale;

impun curatarea si dezinfectarea echipamentelor si a depozitelor acestor localuri, dacd este necesar si
prin utilizarea unor metode adecvate conform punctului 3;

necesitd plantarea exclusiv a semintelor autorizate, pentru toate recoltele de cartofi din zona respectiva

impun manipularea separatd a stocurilor de simanta recoltate fatd de cele destinate depozitdrii in toate
localurile din zona respectiva;

efectueazd o anchetd oficiald conform masurilor previzute la articolul 2 alineatul (1);

stabilesc, dacd este necesar, un program de inlocuire a tuturor stocurilor de cartofi de simantd intr-o
perioadi de timp adecvata.

Masurile puse in aplicare conform punctului 4.2, impreund cu numele de inregistrare a producitorilor,
depozitele colective si centrele de distributie din cadrul zonei demarcate se notificd anual celorlalte state membre
si Comisiei.



