174 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 03/vol. 73
3200610056
4.7.2006 JURNALUL OFICIAL AL UNIUNII EUROPENE L 182/1

DIRECTIVA 2006/56/CE A COMISIEI
din 12 iunie 2006

de modificare a anexelor la Directiva 93/85/CEE a Consiliului privind combaterea vestejirii bacteriene a
cartofului

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitdtii Europene,

avand in vedere Directiva 93/85/CEE a Consiliului din 4 octom-
brie 1993 privind combaterea vestejirii bacteriene a cartofului (1),
in special articolul 12,

intrucat:

(1) Unul dintre organismele ddundtoare pe care le gisim pe
cartof este Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp.
sepedonicus (Spieckermann si Kotthoff) Davis et al., agent
patogen al bolii numite ,vestejirea bacteriand a cartofului”
(denumit in continuare ,agent patogen”).

(2)  Organismul mentionat este incd prezent in anumite parti
ale Comunitatii.

(3)  Directiva 93/85/CEE a Consiliului a definit masurile deta-
liate pe care statele membre trebuie si le adopte impotriva
organismului respectiv, pentru a-l localiza si a-i stabili dis-
tributia, pentru a-i preveni aparitia si rdspandirea si, in
cazul in care este detectat, pentru a-i preveni raspandirea si
pentru a-l controla in vederea eradicdrii.

(4)  De atunci s-au realizat progrese importante in intelegerea
biologiei, precum si in procedurile de detectare si de
identificare a organismului respectiv. De asemenea,
experientele practice dobandite in lupta impotriva acestui
organism necesitd o reexaminare a mai multor dispozitii
tehnice privind masurile de combatere.

(5)  Tinind seama de noile elemente, se dovedeste necesard
revizuirea si actualizarea mdsurilor prevazute de anexele la
Directiva 93/85/CEE.

() JOL259,18.10.1993, p. 2.

(6) In ceea ce priveste procedurile de detectare si de
identificare, sunt incluse metode descoperite recent, respec-
tiv hibridizarea fluorescentd in situ (FISH) si reactia in lant
prin polimerazd (PCR), precum si imbundtdtiri ale diverse-
lor elemente tehnice ale procedurii actuale de detectare si
de identificare.

(7)  In ceea ce priveste elementele tehnice ale misurilor de
combatere, au fost prevazute dispozitii imbundtitite pen-
tru modul de conservare a esantioanelor testate pentru a
garanta trasabilitatea organismului, elementele necesare
pentru determinarea extinderii contamindrii probabile,
modalititile de notificare a unei prezente confirmate a
organismului si zona contaminatd examinatd, precum si
mdsurile de punere in aplicare in locurile de productie
declarate contaminate si in zonele delimitate.

(8)  Masurile prevdzute de prezenta directiva sunt conforme cu
avizul Comitetului permanent fitosanitar,

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Articolul 1

Anexele la Directiva 93/85/CEE se inlocuiesc cu textele
corespunzitoare care figureaza in anexa la prezenta directiva.

Articolul 2

(1) Statele membre adoptd si publicd, pand la 31 martie 2007,
actele cu putere de lege si actele administrative necesare pentru a
se conforma prezentei directive. Statele membre comunicd de
indatd Comisiei textul acestor acte, precum si un tabel de cores-
pondentd intre actele in cauza si directiva.

Statele membre aplicd aceste acte de la 1 aprilie 2007.

Atunci cand statele membre adoptd aceste acte, ele cuprind o
trimitere la prezenta directivd sau sunt insotite de o asemenea
trimitere la data publicdrii lor oficiale. Statele membre stabilesc
modalitatea de efectuare a acestei trimiteri.
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(2) Comisiei 1i sunt comunicate de indatd de statele membre tex-
tele principalelor dispozitii de drept intern pe care le adoptd in
domeniul reglementat de prezenta directiva.

Articolul 3

Prezenta directiva intrd in vigoare in a treia zi de la data publicarii
in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene.

Articolul 4

Prezenta directivid se adreseaza statelor membre.

Adoptatd la Bruxelles, 12 iunie 2006.

Pentru Comisie
Markos KYPRIANOU

Membru al Comisiei
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ANEXA I

PROTOCOLUL DE TESTARE iN VEDEREA DIAGNOSTICAISII, DETECTARII SI IDENTIFICARII
AGENTULUI RESPONSABIL DE VESTEJIREA BACTERIANA A CARTOFULUI, CLAVIBACTER
MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. ssp. SEPEDONICUS (Spieckermann si Kotthoff) Davis et al.

DOMENIU DE APLICARE AL PROTOCOLULUI DE TESTARE
Protocolul prezentat in continuare descrie diferitele etape ce trebuie urmate pentru:
(i) diagnosticarea vestejirii bacteriene pe tuberculii si pe plantele de cartof;
(ii) detectarea Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus pe esantioane de tuberculi si de plante de cartof;

(iii) identificarea Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (C. m. ssp. sepedonicus).

PRINCIPII GENERALE

Protocoalele optimizate pentru diversele metode, reactivii validati si modalititile de preparare a materialului necesar
pentru teste si pentru controale figureazd in apendice. In apendicele 1 se furnizeazd o listd a laboratoarelor incluse
pentru optimizarea si validarea protocoalelor.

Deoarece protocoalele implicd detectarea unui organism daundtor care trebuie pus in carantind si includ utilizarea
culturilor viabile de C. m. ssp. sepedonicus ca materiale de control, este necesar ca procedurile si se desfasoare in conditii
adecvate de caranting, cu instalatii corespunzatoare de eliminare a deseurilor si cu respectarea cerintelor referitoare
la licentele corespunzitoare emise de autorititile oficiale responsabile pentru carantind.

Parametrii testelor trebuie sd garanteze o detectare coerentd si reproductibild a nivelurilor de C. m. ssp. sepedonicus la
pragurile stabilite pentru metodele selectionate.

Este necesard pregdtirea exactd a martorilor pozitivi.

Realizarea testelor in functie de pragurile cerute implicd, de asemenea, stabilirea parametrilor corecti, intretinerea si
calibrarea echipamentelor, manevrarea si conservarea atentd a reactivilor si toate mdsurile care vizeazd sa impiedice
contaminarea intre esantioane, de exemplu, separarea martorilor pozitivi de esantioanele pentru teste. Trebuie aplicate
norme de control al calitdtii pentru a evita aparitia oricdrei greseli, in special de ordin administrativ, in etichetare si
in documentatie.

Aparitia suspectatd a unui focar, in sensul articolului 4 alineatul (2) din Directiva 93/85/CEE, implica o reactie pozitivd
la testele de diagnostic sau de depistare efectuate pe o probd, dupd cum se indicd in diagrame.

In cazul in care primul test de depistare (IF sau PCR/FISH) este pozitiv, existd o suspiciune de contaminare cu Cms
si trebuie efectuat un al doilea test de depistare. In cazul in care si al doilea test de depistare este pozitiv, suspiciunea
este confirmata (aparitie suspectat) si testele trebuie continuate in conformitate cu protocolul. in cazul in care al doilea
test de depistare este negativ, proba este consideratd necontaminatd cu Cms.

Reactia pozitiva la testul de imunofluorescentd mentionata la articolul 4 alineatul (2) este, asadar, definitd ca o reactie
pozitiva la testul de imunofluorescentd confirmatd de un al doilea test de depistare (PCR/FISH).

Prezenta confirmatd, mentionatd la articolul 5 alineatul (1) din Directiva 93/85/CEE, implici izolarea si identificarea
unei culturi pure de C. m. ssp. sepedonicus cu confirmarea patogenicitatii.

1. PREZENTAREA DIAGRAMEI FUNCTIONALE

1.1. Protocol de detectare in vederea diagnosticirii vestejirii bacteriene pe tuberculi si plante de cartof
care prezintd simptome ale bolii

Procedura de testare vizeazd tuberculii si plantele de cartofi care prezintd simptome caracteristice vestejirii
bacteriene sau care prezintd suspiciunea prezentei bolii respective. Procedura prevede un test rapid de
depistare, izolarea organismului patogen plecand de la tesutul vascular infectat pe medii de diagnostic si, in
cazul unui rezultat pozitiv, identificarea culturii ca fiind C. m. ssp. sepedonicus.
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tubercul(i) sau plantd/plante de cartof cu simptome suspecte de
vestejire bacterian3 (1)

< TESTE RAPIDE DE DEPISTARE (1)
( TEST DE IZOLARE PRINCIPAL (%) J
( colonii cu morfologie caracteristici (*) j
C.m. ssp. sepedonicus nedetectat
< probi neinfectatd cu
C.m. ssp. sepedonicus
DA

( purificare prin subculturd )
( TESTE DE IDENTIFICARE () )—<>—( TESTUL PUTERII PATOGENE (7) ]

ambele teste confirma o culturd purd de C.m. ssp.
sepedonicus

probi neinfectatd cu C.m. ssp.

sepedonicus
probi infectati cu C.m. ssp.
sepedonicus

0] Descrierea simptomelor figureaz3 in sectiunea 2.
® Testele adecvate sunt:

— testul de imunofluorescentd (sectiunea 4);

— testul PCR (sectiunea 6);

— testul FISH (sectiunea 5).
G Desi izolarea prin dizolvare si insimantare pe medii de culturi a agentului patogen provenit din materialul vegetal care prezinti simptome caracteristice este o sarcind

simpld, punerea in culturd risci si esueze incepind cu stadiile avansate de infectie. Bacteriile saprofite care se dezvoltd pe un fesut bolnav risci intr-adevir s& se
multiplice mult mai repede decit agentul patogen sau si ii inhibe cresterea pe mediul de izolare. Asadar, se recomandi s3 se utilizeze in acelasi timp medii neselective
si selective, de preferingi de tip MTNA (sectiunea 8) sau s se recurgi la testul biologic (sectiunea 7).

4 Profilul morfologic al unei colonii caracteristice este prezentat in sectiunea 8.
) Atunci cind testul de izolare este negativ, in ciuda existentei simptomelor caracteristice ale bolii, trebuie repetat izolarea.
6) Se poate identifica in mod viabil o culturd pur de C.m. ssp. sepedonicus utilizind testele enumerate in sectiunea 9.
)

Testul puterii patogene este descris in sectiunea 10.
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1.2.

Protocol de detectare si de identificare a Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus pe esantioane de
tuberculi de cartofi asimptomatice

Principiu

Procedura de testare vizeazd detectarea infectiilor latente ale tuberculilor de cartofi. Orice rezultat pozitiv
la cel putin doud teste de depistare, bazate pe principii biologice diferite, trebuie completat cu izolarea
organismului patogen, urmatd, in caz de izolare a coloniilor caracteristice, de confirmarea unei culturi pure
ca fiind C. m. ssp. sepedonicus. Rezultatul pozitiv al unui singur test de depistare nu este suficient pentru ca
proba si fie consideratd suspectd.

Testele de depistare si testele de izolare trebuie si permitd praguri de detectare cuprinse intre 10° si 10*
celule/ml de extract concentrat repus in suspensie, inclus ca martori pozitivi in fiecare serie de teste.
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probi de tuberculi de cartof () )
l

( extragerea §i concentrarea organismului patogen (3 )

I

TESTE PRINCIPALE DE DEPISTARE (3)
Test IF {4)/test PCR ()/test FISH (5)

|

( primul test de depistare (%) )

( al doilea test de depistare (%) )

izolare selectivi (7) si test biologic (%) )

I

[ colonii cu morfologie caracteristici (°

C.m. ssp. sepedonicus nedetectat
probi neinfectatd cu C.m. ssp.
sepedonicus

C.m. ssp. sepedonicus nedetectat
probi neinfectati cu C.m. ssp.
sepedonicus

C.m. ssp. sepedonicus nedetectat
probd neinfectat cu C.m. ssp.
sepedonicus

)

( purificare prin subcultury

( TESTE DE IDENTIFICARE (1) )—#—( TESTUL PUTERII PATOGENE (12) )

ambele teste confirmi o culturd puri de
C.m. ssp. sepedonicus

probi neinfectatd cu C.m. ssp.
sepedonicus

probi infectatd cu C.m. ssp. sepedonicus
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)

Dimensiunea esantionului standard este de 200 tuberculi, desi procedura poate fi aplicatd si unor esantioane mai reduse, in cazul in care nu se dispune de 200 de tuberculi.
Extragerea organismului patogen si metodele de concentrare sunt descrise de sectiunea 3.1.

in cazul in care cel pufin doui teste bazate pe principii biologice diferite sunt pozitive, trebuie efectuate izolarea si confirmarea. Se va realiza cel putin un test de
depistare. In cazul in care testul respectiv este negativ, proba se considerd negativi. In cazul in care testul este pozitiv, trebuie s3 se efectueze cel pufin un al doilea test
de depistare bazat pe principii biologice diferite pentru a verifica primul rezultat pozitiv. In cazul in care al doilea test sau urmitoarele sunt negative, proba este
consideratd negativi. In acest caz nu este necesari efectuarea altor teste.

Test de imunofluorescent (IF).

Se utilizeazi intotdeauna un anticorp policlonal pentru testele de imunofluorescentd. Se poate obtine o specificitate mai mare {a se vedea sectiunea 4), asociind
anticorpului mentionat anticorpi monoclonali suplimentari.

Test PCR.

Se utilizeazX reactivi §i protocoale PCR validate in mod corespunzitor (a se vedea sectiunea 6).

Test FISH.

Se utilizeazX reactivi si protocoale validate {2 se vedea sectiunea 5).

Izolare selectiva.

Asociati cu utilizarea unui mediu MTNA sau NCP-88 si a unei diluiri la 1/100 de extract concentrat repus in suspensie, izolarea selectivi constituie, In numeroase
cazuri, o metod buni de izolare directd a C.m. ssp. sepedonicus. Coloniile caracteristice se pot obtine la o perioadd intre trei §i zece zile de la insiméntare. Atunci este
posibil s3 se efectueze purificarea si identificarea agentului patogen. Pentru a profita din plin de posibilititile oferite de testul in cauz3, trebuie si se pregiteasci cu griji
conurile de cartof prelevate de pe stolon pentru a evita contaminarea cu bacterii secundare legate de tubercul, care constituie organisme concurente ale C.m. ssp.
sepedonicus pe mediul de cultura si sunt susceptibile de a inlocui agentul patogen mentionat. in cazul esuirii testului de insiméntare, izolarea trebuie efectuati pe baza
plantelor utilizate pentru testul biologic (a se vedea sectiunea 8).

Testul biologic este utilizat pentru izolarea C.m. ssp. sepedonicus pe baza extractelor de cartofi prin imbogitire selectivé in pitligele vinete (Solanum melongena). Sunt
necesare conditii optime de incubatie, in conformitate cu specificatiile procedurii in cauzi. Bacteriile care au efect inhibitor asupra C.m. ssp. sepedonicus in prezenta
unui mediu MTNA sau NCP-88 nu risci si afecteze desfisurarea testului mentionat {a se vedea sectiunea 7).

Profilul morfologic al unei colonii caracteristice este prezentat in sectiunea 8.

Punerea in culturi sau testele biologice prezint3 riscul unui esec din cauza concurentei sau a efectului inhibitor al bacteriilor saprofite. In cazul in care testele de
depistare dau rezultate pozitive, dar testele de izolare sunt negative, trebuie repetate testele de izolare pe acelasi extract sau cu ajutorul unor noi fesuturi vasculare
prelevate din apropierea stolonului de pe tuberculi t4iati provenind din acelasi esantion si, dupi caz, trebuie testate esantioane suplimentare.

Se pot identifica in mod viabil culturi pure de izolati presupusi de C.m. ssp. sepedonicus utilizand testele enumerate de sectiunea 9.

Testul puterii patogene este descris de seciunea 10.



03/vol. 73 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

1.3. Protocol de detectare si de identificare a Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus pe esantioane
asimptomatice de plante de cartof

probi de segmente de tulpini (1)

extragerea §i concentrarea organismului patogen (2)

TESTE PRINCIPALE DE DEPISTARE (3)
Izolare selectiva (*)[test IF (5)/test PCR (¢)/test FISH {7)
test facultativ accesoriu: test biologic (8)

colonii cu morfologie caracteristicd dupi
izolare (9 toate testele efectuate negative

— O

<

GA

C.m. ssp. sepedonicus nedetectat
NU % probi neinfectatd cu C.m. ssp.
sepedonicus

U

[ putificare prin subculturd )

[ TESTE DE IDENTIFICARE (19) )—<

>—( TESTUL PUTERII PATOGENE (11) ]

ambele teste confirmi o culturd puri de
C.m. ssp. sepedonicus

probi neinfectatd cu C.m. ssp.
sepedonicus

probi infectat3 cu C.m. ssp. sepedonicus j
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A se vedea sectiunea 3.2 pentru dimensiunea recomandati a esantioanelor.

Extragerea organismului patogen si metodele de concentrare sunt descrise in sectiunea 3.2.

B2

in cazul in care cel putin doud teste bazate pe principii biologice diferite sunt pozitive, trebuie efectuate izolarea §i confirmarea.

Se realizeazi cel putin un test de depistare. In cazul in care testul respectiv este negativ, esantionul se considerd negativ. In cazul in care testul este pozitiv, trebuie s3 se
efectueze cel pufin un al doilea test de depistare bazat pe principii biologice diferite pentru a verifica primul rezultat pozitiv. in cazul in care al doilea test sau
urmdtoarele sunt negative, esantionul este considerat negativ. in acest caz nu este necesari efectuarea altor teste.

2

Testul de izolare selectivi si profilul morfologic al unei colonii caracteristice sunt prezentate in sectiunea 8.

Testul IF este descris in sectiunea 4.

)
)

6) Testele PCR sunt descrise in sectiunea 6.
} Testul FISH este descris in sectiunea 5.
) Testul biologic este descris in sectiunea 7.
)

Punerea in culturd sau testele biologice prezint3 riscul unui esec din cauza concurentei sau a efectului inhibitor al bacteriilor saprofite. In cazul in care testele de
depistare dau rezultate pozitive, dar testele de izolare sunt negative, trebuie repetate testele de izolare gi, dupi caz, trebuie testate esantioane suplimentare.

(1% Sepotidentifica in mod viabil culturi pure de izolati presupusi de C.m. ssp. sepedonicus, utilizind testele enumerate in sectiunea 9.

() Testul puterii patogene este descris in sectiunea 10.
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2.1.

2.2.

3.1.

3.1.1.

CERCETAREA VIZUALA A SIMPTOMELOR VESTEJIRII BACTERIENE

Plante de cartof

In contextul climatic european se intimpla rareori ca simptomele si fie observate pe teren, iar atunci cand
este cazul, acest lucru se intdmpld numai la sfarsitul sezonului. De asemenea, se intdmpld adesea ca
simptomele si fie mascate de cele ale altor boli, de vatdmari mecanice sau imbdtranire sau sd fie confundate
cu acestea. Asadar, simptomele pot trece cu usurintd neobservate in momentul inspectiei pe teren.
Simptomele vestejirii sunt foarte diferite de cele care caracterizeazi vestejirea bacteriand. In general, prima
progreseazd intr-adevdr lent si se limiteaza initial la marginea frunzelor. Frunzele tinere infectate continud
adesea sd creascd, dar intr-o manierd mai putin evidentd in locurile infectate, ceea ce face ca frunzele
respective si aibd forme neregulate. Frunzele atinse de obstructia tesuturilor vasculare situate mai jos pe
tulpind prezintd adesea pete clorotice intercostale de culoare galbend sau portocalie. Se intampla ca foile,
frunzele si chiar si tulpinile infectate sd moara. Adesea, frunzele si tuberculii scad doar in dimensiuni. Se
intdmpld cateodatd sd se constate o atrofiere a plantelor. Ilustratii colorate ale unor simptome se pot gasi
la adresa: http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

Tuberculi de cartofi

Primele simptome sunt, mai ales in apropierea stolonului, un aspect usor sticlos sau translucid al tesutului,
fard inmuiere in jurul sistemului vascular. Inelul vascular poate prezenta, la stolon, o culoare usor mai inchisa
decat de obicei. Primele simptome usor de identificat sunt o culoare gilbuie a inelului vascular si faptul i,
in momentul in care se apasd usor pe tubercul, din vase ies coloane de materie asemanitoare cu branza.
Exsudatul respectiv contine milioane de bacterii. Poate aparea o innegrire a tesutului vascular. in acest stadiu,
bulbul prezinti simptome aseminatoare cu cele ale vestejirii bacteriene la Ralstonia solanacearum. Intr-o
primd fazd, simptomele pot sd se limiteze la o parte a inelului care nu este neaparat aproape de stolon, inainte
de a se raspandi treptat pe tot inelul. Pe mdsurd ce infectia progreseazd, tesuturile vasculare sunt distruse,
iar cortexul exterior se poate separa de cortexul interior. in stadiile avansate ale infectiei, la suprafata
tuberculului apar fisuri cu marginile adesea colorate in rosu brun. In mai multe cazuri observate recent in
Europa se constatd o putrezire simultand a cortexului central si a inelului vascular, care antreneazd o infestare
secundard cu gdurire internd si necrozd. O infestare fungicd sau bacteriand secundard poate masca
simptomele si poate fi dificil si chiar imposibil sd se distingd simptomele avansate ale vestejirii bacteriene
de simptomele altor putregaiuri ale tuberculilor. Nu trebuie excluse nici formele asimptomatice. Iustratii
colorate ale unor simptome se pot gisi la adresa: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

PREPARAREA ESANTIONULUI
Tuberculi de cartof

Nota bene:

— Dimensiunea esantionului standard este de 200 de tuberculi pe test. O esantionare mai intensiva implicd mai multe
teste pe esantioane de dimensiunea mentionatd. Un numdr mai mare de tuberculi in esantion va cauza inhibitie sau
o interpretare dificili a rezultatelor. In cazul in care nu se dispune de un numdr atat de mare de tuberculi, procedura
poate fi aplicatd fard dificultate pe esantioane mai mici de 200 de tuberculi.

— Validarea tuturor metodelor de detectare descrise in continuare se bazeazi pe teste realizate pe esantioane de 200 de
tuberculi.

— Extractul de cartof descris in continuare mai poate fi utilizat si pentru a detecta prezenta bacteriei responsabile de
vestejirea bacteriand a cartofului, Ralstonia solanacearum.

Pretratament facultativ prealabil la prepararea esantionului:

Se spald tuberculii, aplicand intre esantioane dezinfectanti (compusi clorurati, atunci cand trebuie utilizat
testul PCR pentru eliminarea ADN-ului patogen) si detergenti adecvati. Se usucd tuberculii cu aer. Procedura
de spalare mentionatd este utild (dar nu este neapdarat obligatorie) in special pentru esantioanele care contin
elemente de sol in excedent si in cazul in care trebuie efectuat un test PCR sau o procedurd de izolare directa.

Cu ajutorul unui scalpel sau al unui cutit pentru legume curat si dezinfectat se cojeste fiecare tubercul la
nivelul stolonului pani la aparitia tesutului vascular. Se decupeazi cu atentie un mic con de tesut vascular
la nivelul stolonului, avindu-se grijd s se preleveze cat mai putin tesut nevascular posibil (a se vedea site-ul
web accesibil la adresa: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Nota bene:

Dupid caz, se pun deoparte i se testeazd separat tuberculii care prezintd simptome suspecte de vestejire bacteriana.
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3.2

3.2.1.

fn cazul in care se observa simptome suspecte de vestejire bacteriand in momentul prelevarii conului de
stolon, trebuie si se efectueze o inspectie vizuald a tuberculului, dup ce a fost taiat in apropierea stolonului.
Orice tubercul tdiat care prezintd simptome suspecte trebuie suberificat timp de doud zile la temperatura
mediului ambiant, apoi conservat in carantin (la o temperaturd cuprinsd intre 4 si 10 °C) pand la efectuarea
tuturor testelor. Toti tuberculii din esantion (inclusiv cei care prezintd simptome suspecte) trebuie conservati
in conformitate cu anexa IL

Se colecteazd conurile de stolon in recipiente noi de unici folosintd care si se poatd inchide sifsau sigila (in
cazul recipientelor refolosite, acestea se vor curdta si dezinfecta integral cu ajutorul compusilor clorurati).
Este preferabil ca tratarea conurilor si se efectueze imediat. In caz contrar, conurile se depoziteazd in
recipient, fard a se adduga tampon si fie se refrigereazd pentru o perioadd mai micd de 72 de ore, fie se
conservd la temperatura mediului ambiant pentru o perioadd mai scurtd de 24 de ore. Uscarea si
suberificarea, precum si dezvoltarea saprofitelor in momentul depozitarii conurilor pot impiedica detectarea
agentului responsabil de vestejirea bacteriand.

Conurile de stolon se trateazd in conformitate cu una dintre urmdtoarele proceduri:

(a) se acoperd stolonii cu o baie de tampon de extractie in cantitate suficient (in jur de 40 ml) (a se vedea
apendicele 3) si se asazd intr-un agitator rotativ (intre 50 si 100 ture/minut) timp de 4 ore, la o
temperaturd mai micd de 24 °C sau timp de 16-24 de ore, in cazul in care sunt refrigerati

sau

(b) se omogenizeazd stolonii cu ajutorul unei cantititi suficiente (in jur de 40 ml) de tampon de extractie
(a se vedea apendicele 3) fie intr-un mixer (de exemplu, Waring sau Ultra Thurax), fie zdrobindu-l cu
un ciocan din cauciuc sau cu un alt dispozitiv de zdrobire potrivit (de exemplu, Homex) intr-o pungd
de macerare de unicd folosintd sigilatd (de exemplu, de tip Stomacher sau ,Bioreba strong guage
polietilend” de 150 mm x 250 mm, sterilizatd cu radiatii ionizante).

Nota bene:

Existd un risc ridicat de contamindri incrucisate ale esantioanelor, atunci cand esantioanele sunt omogenizate cu mixerul.
Se vor lua misuri de precautie pentru a evita orice vaporizare sau virsare in timpul procesului de extractie. Se va asigura
folosirea unor lame de mixer si a unor vase proaspit sterilizate pentru fiecare proba. In cazul folosirii testului PCR, se va
evita orice transport de ADN in recipientele sau in dispozitivele de zdrobire. in cazul in care se recurge la testul PCR, se
recomanda zdrobirea in pungi de unici folosinta si utilizarea tuburilor de unicd folosinta.

Se decanteazd lichidul supernatant. In cazul in care lichidul este prea tulbure, se limpezeste prin centrifugare
la vitezd redusd (la maximum 180 g timp de 10 minute, la o temperaturd de 4-10 °C) sau prin filtrare in
vid (40-100 pm), spaland filtrul cu un tampon de extractie suplimentard (10 ml) (a se vedea apendicele 3).

Se concentreaza fractiunea bacteriand prin centrifugare la viteza de 7 000 g timp de 15 minute (sau de
10 000 g timp de 10 minute) la o temperaturd cuprinsa intre 4 si 10 °C, apoi se elimind lichidul supernatant
fard a agita depozitul.

Se readuce depozitul in suspensie intr-un tampon de 1,5 ml (a se vedea apendicele 3). Se utilizeazd 500 pl
pentru testele de C. m. ssp. sepedonicus, 500 pl pentru testele de Ralstonia solanacearum si 500 pl ca valoare
de referintd. Se adaugd glicerol steril la concentratia finald de 10-25 % (in volum) la 500 pl din alicota de
referintd sila alicota de test rimasd, se agitd si se depoziteaza la o temperaturd intre —16 si —24 °C (saptimani)
sau intre —68 si —86 °C (luni). In timpul testelor, alicotele de test se pastreazd la o temperaturd de 4-10 °C.

Nu sunt recomandate congeldrile si dezghetarile repetate.

In cazul in care extractul trebuie transportat, se va asigura livrarea in termen de 24-48 de ore intr-o ladad
frigorifica.

Pentru a evita contaminarea, este necesar ca toti martorii pozitivi si toate esantioanele de C. m. ssp. sepedonicus
sd fie tratate separat, atat pentru testele de imunofluorescentd, cat si pentru toate celelalte teste.

Plante de cartofi

Nota bene:

Pentru a detecta populatiile recente de C. m. ssp. sepedonicus este recomandabil sa se testeze probe compozite. Procedura
poate fi aplicatd cu usurintd pentru probele compozite care contin pand la 200 de parti de tulpini. (Atunci cAnd se efectueaz
anchete, anchetele respective trebuie si se bazeze pe un esantion reprezentativ din punct de vedere statistic al populatiei
vegetale examinate).

Cu ajutorul unui cutit sau al unei foarfeci de gradind curate si dezinfectate se taie un segment de unu-doi
centimetri de la baza fiecdrei tulpini, chiar deasupra solului.



03/vol. 73

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

185

3.2.2.

3.2.3.
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Dupi ce s-au dezinfectat rapid cu etanol de 70 %, segmentele de tulpini se usucd de indatd cu hartie de filtru.

Se colecteazd segmentele de tulpini intr-un recipient steril inchis, respectdnd procedura de esantionare
expusd in continuare.

Segmentele de tulpini se trateazd urmand una dintre urmdtoarele proceduri:
(a) seacoperd segmentele de tulpind cu o baie de tampon de extractie in cantitate suficientd (in jur de 40 ml)
(a se vedea apendicele 3) si se asazd intr-un agitator rotativ (intre 50 si 100 ture/minut) timp de 4 ore,

la o temperaturd mai micd de 24 °C sau timp de 16-24 de ore, in cazul in care sunt refrigerate

sau

—
(=3
=

segmentele se zdrobesc imediat intr-o pungd de macerare rezistentd (de exemplu, Stomacher sau
Bioreba) cu o cantitate adecvatd de tampon de extractie (a se vedea apendicele 3), folosind un ciocan de
cauciuc sau un alt dispozitiv de zdrobire corespunzitor (de exemplu, Homex). In caz contrar, segmentele
trebuie sd fie refrigerate (pentru o perioadd mai scurtd de 72 de ore), fie conservate la temperatura
mediului ambiant (pentru o perioadd mai scurtd de 24 de ore).

Dupi o sedimentare de 15 minute, se decanteaza lichidul supernatant.

De obicei, nu este necesar si se efectueze o noud limpezire a extractului sau a concentratiei fractiunii
bacteriene; cu toate acestea, limpezirea se poate efectua prin filtrare sifsau centrifugare, in conformitate cu
metoda descrisd de sectiunile 3.1.4.-3.1.6.

Se separd extractul de probad initial sau concentrat in doud parti egale. Una dintre par{i se mentine pe toata
durata testului la o temperaturd de 4-10 °C, iar cealaltd se depoziteazd la o temperaturd intre 16 si —24 °C
(sdptimani) sau intre —68 si —86 °C (luni), dupd ce s-a introdus in ea in prealabil o cantitate de 10-25 %
glicerol steril, in cazul in care va fi necesard efectuarea unui al doilea test.

TEST DE IMUNOFLUORESCENTA

Principiu

Tinand seama de capacitatea sa recunoscutd de a atinge pragurile cerute, se recomanda utilizarea testului de
imunofluorescentd ca principal test de depistare.

In cazul in care testul de imunofluorescentd este utilizat ca principal test de depistare si rezultatul sdu este
unul pozitiv, trebuie sd se efectueze un test PCR sau FISH ca test secundar. In cazul in care testul de
imunofluorescentd este folosit ca test secundar, iar rezultatul sdu este pozitiv, analiza trebuie completatd cu
teste suplimentare, in conformitate cu indicatiile din diagrama functional.

Nota bene:

Atunci cand testul de imunofluorescentd se utilizeazd ca test principal, se foloseste intotdeauna un anticorp policlonal.
Atunci cand un test de imunofluorescentd efectuat cu un anticorp policlonal are un rezultat pozitiv, un test suplimentar
al probei cu anticorp monoclonal poate permite o specificitate mai mare, dar, de asemenea, se poate dovedi mai putin
evident.

Trebuie sa se foloseascd anticorpii unei suse de referintd a C. m. ssp. sepedonicus. Se recomanda si se determine titrul pentru
fiecare nou lot de anticorpi. Titrul se defineste ca fiind cea mai inalta dilutie la care se obtine o reactie optimd, atunci cand
se testeazd o suspensie care contine intre 10° si 10° celule pe mililitru, a unei suse omoloage de C. m. ssp. sepedonicus folosind
un conjugat adecvat de izotiocianat de fluoresceina (FITC), in conformitate cu recomandarile producitorului. Solutia bruta
de anticorpi policlonali sau monoclonali trebuie si prezinte un titru de imunofluorescentd de cel putin 1:2 000. in
momentul efectudrii testului, dilutia/dilutiile de lucru ale anticorpilor trebuie si fie aproximativ egale cu jumitatea titrului.
Se folosesc anticorpi validati (a se vedea site-ul web la adresa: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Testul trebuie efectuat pe extracte de proba proaspit preparate. Dupd caz, acesta poate fi efectuat cu succes pe extracte
conservate in solutie de glicerol, la o temperatura intre —68 si —86 °C. Glicerolul poate fi separat de probd prin addugarea
unui ml de tampon de extract concentrat (a se vedea apendicele 4), centrifugare timp de 15 minute la 7 000 g si resuspendare
in aceeasi cantitate de tampon de extract concentrat. Acest lucru este rareori necesar, in special atunci cind proba este fixatd
de lamd prin flambare (a se vedea punctul 2.2).

Se pregdtesc lame martori pozitivi distincti ai unei suse omoloage sau ai oricarei alte suse de referinti a C.
m. ssp. sepedonicus intr-o suspensie de extract de cartof, astfel cum se indicd in apendicele 2 si, eventual, intr-o
solutie tampon.

Ca martor similar pe aceeasi lami ar trebui utilizat, in masura posibilului, tesut infectat in mod natural
(conservat prin liofilizare sau congelare intre =16 °C si =24 °C).
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Ca martori negativi se folosesc alicote de extract de proba care au dat, in prealabil, un rezultat negativ la teste.

Se utilizeazd lame de microscop cu multe godeuri dotate, de preferintd, cu 10 ferestre cu un diametru minim
de 6 mm.

Materialul de control se testeazd la fel ca probele.

Lamele se prepard folosind una dintre urmitoarele metode:
(i) extracte finale cu continut relativ redus de amidon:

se depune cu pipeta pe prima fereastra o cantitate standard (15 pl sunt suficienti pentru un diametru al
ferestrei de 6 mm; pentru ferestrele cu un diametru mai mare se alege o cantitate mai mare) dintr-o
solutie de 1/100 de extract concentrat de cartof repus in suspensie. Apoi se depune cu pipeta o cantitate
similard de extract concentrat nediluat (1/1) pe ferestrele rimase din acel sir. Sirul urmtor poate fi folosit
ca duplicat sau poate servi pentru o a doua probd, astfel cum se indicd in figura 1;

alte extracte:

i

se prepard dilutiile zecimale (la 1/10, la 1/100 sila 1/1 000) din extractul concentrat repus in suspensie
in solutia tampon. Se depune cu pipeta pe un sir de ferestre o cantitate standard (15 pl sunt suficienti
pentru un diametru al ferestrei de 6 mm; pentru ferestrele cu un diametru mai mare se alege o cantitate
mai mare) de suspensie de extract pur si de fiecare dilutie. Sirul urmdtor poate fi folosit ca duplicat sau
poate servi pentru o a doua probd, astfel cum se indicd in figura 2.

Se usucd picaturile la temperatura mediului ambiant sau prin incilzire la temperaturi cuprinse intre 40 °C
si 45 °C. Celulele bacteriene se fixeazd pe lamd prin incilzire (15 minute la 60 °C), prin flambare, cu ajutorul
etanolului la 95 % sau urmand instructiunile specifice ale furnizorilor de anticorpi.

In cazul in care este necesar, lamele fixe pot fi refrigerate si depozitate intr-o cutie de desicatie pentru cea
mai scurtd perioadd posibild (maximum 3 luni) inainte de efectuarea unui alt test.

Procedura testului de imunofluorescentd:
(i) in conformitate cu metoda de preparare a lamelor de test, indicatd la punctul 4.1 (i):

se prepard o serie de dilutii pe jumdtate de anticorp intr-un tampon de imunofluorescentd. Primul godeu
trebuie sd primeascd ¥ din titru (T/2), celelalte % din titru (T[4), ¥2 din titru (T/2), titrul (T) si de doud
ori titrul (2T);

(ii) in conformitate cu metoda de preparare a lamelor de test, indicata la punctul 4.1 (ii):

se prepard dilutia de lucru de anticorp intr-un tampon de imunofluorescenta. Dilutia de lucru are efect

Figura 1. Prepararea lamei de test in conformitate cu punctele 4.1 (i) si 4.3 (i)

Dilutia de extract concentrat repus in suspensie

1/100 1]1 11 it 1 [0 Dilutie de extract concentrat

repus in suspensie

(T = titru) T/2 T/4 T/2 T 2T O Dilutie pejumitate a
antiseruluifanticorpului

Esantion 1

‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 . 5
Dublul esantionului 1 sau
al esantionului 2 ‘ ‘ . . .
6 7 8 9 10




03/vol. 73

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

187

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

Figura 2. Prepararea lamei de test in conformitate cu punctele 4.1 (i) si 4.3 (ii)

Dilutia de lucru de antiserfanticorp

11 1/10  1/100 gol gol O Dilutie la a zecea parte de extract
concentrat repus in suspensie

Esantion 1

0000
Dublul esantionului 1 sau
al esantionului 2 ‘ ‘ ‘ ‘ .

6 7 8 9 10

Se asazd lamele pe hartie umedd. Se acoperd complet fiecare fereastrd de test cu una sau mai multe dilutii
de anticorpi. Cantitatea de anticorpi aplicatd pe fiecare fereastra trebuie s fie cel putin egald cu volumul de
extract aplicat.

In absenta instructiunilor specifice ale furnizorilor de anticorpi, se aplicd urmatoarea procedura:

se incubeazd lamele pe hartie umeda si sub un capac-clopot timp de 30 de minute, la temperatura mediului
ambiant (18-25 °C);

se elimind picdturile de pe fiecare lama si se cldteste cu grijd intr-o solutie tampon pentru imunofluorescenta.
Se spald prin imersie timp de cinci minute intr-o solutie tampon I[F-Tween (a se vedea apendicele 3), apoi
incd cinci minute intr-o solutie tampon IF. Se evitd orice vaporizare sau virsare care ar putea determina o
contaminare incrucisatd. Se elimind cu atensie excesul de umiditate cu ajutorul hartiei sugative;

se agazd lamele pe hértie umeda. Se acopera ferestrele de test cu conjugat FITC la dilutia utilizatd la titrare.
Cantitatea de conjugat aplicatd pe ferestre trebuie si fie identicd cu cantitatea de anticorpi utilizata;

se incubeazd lamele pe hartie umeda si sub capac-clopot timp de 30 de minute, la temperatura mediului
ambiant (18-25 °C);

se elimind de pe lama picaturile de conjugat. Se cliteste si se spald in conformitate cu indicatiile anterioare
(punctul 4.3.3).

Se elimind cu grijd excesul de umiditate;

in fiecare fereastrd se depun cu pipeta 5-10 pl dintr-o solutie de glicerol tamponatd cu fosfat la 0,1 M (a se
vedea apendicele 3) sau un suport antidecolorare din comert, apoi se acopera cu o lamela.

Citirea testului de imunofluorescenta:

Se examineazd lamele de test cu ajutorul unui microscop cu epifluorescentd si cu ajutorul filtrelor adaptate
la excitatia izotiocianatului de fluorescentd, in imersie in ulei sau in apd si cu o crestere de la 500 la 1 000.
Se examineazi ferestrele in functie de doud diametre perpendiculare si in jurul perimetrului. Pentru probele
care nu prezintd celule sau care prezintd doar un numdr redus de celule se observi cel putin 40 de campuri
microscopice.

Se incepe prin a se controla lama martorului pozitiv. Celulele trebuie sd prezinte o fluorescenta vie si sd fie
complet colorate la titrul de anticorp sau de dilutie de lucru determinat. In cazul unei colorari anormale,
testul IF (sectiunea 4) trebuie repetat.

Se cautd in ferestrele lamelor de test prezenta celulelor care prezintd o fluorescentd vie si 0o morfologie
caracteristicd pentru C. m. ssp. sepedonicus (a se vedea site-ul web http://forum.europa.cu.int/Public/irc/
sanco/Home/main). Intensitatea fluorescentei trebuie si fie echivalentd cu cea a susei martor pozitiv pentru
o dilutie identici de anticorpi. Celulele a ciror colorare este incompletd sau care prezintd o fluorescenta slaba
nu trebuie luate in considerare.

La cea mai micd suspiciune de contaminare, testul trebuie repetat. Acest lucru se poate intdmpla in cazul
in care toate lamele dintr-un lot prezintd celule pozitive din cauza contaminarii tamponului sau in cazul in
care celulele pozitive sunt izolate (in exteriorul ferestrelor) pe mediul de montare al lamei.

Existd un anumit numdir de probleme inerente specificitdtii testului de imunofluorescentd. Existd un risc
ridicat ca in extractele de conuri de stoloni si de segmente de tulpini de cartof s apard populatii nedorite
de celule fluorescente, atipice din punct de vedere morfologic si populatii de bacterii saprofite care provoaca
reactii incrucisate si au dimensiune si morfologie similare cu C. m. ssp. sepedonicus.
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Numai celulele fluorescente care au o dimensiune si o morfologie caracteristice titrului sau dilutiei de lucru
a anticorpilor mentionati la punctul 4.3 trebuie sa fie luate in considerare.

Interpretarea testului de imunofluorescenta:

(i) n cazul in care proba contine celule care prezintd o fluorescentd vie si o morfologie caracteristicd, se
evalueazd numdrul mediu de celule caracteristice pe cdmp microscopic si se calculeazd numdrul celulelor
mentionate pe mililitru de extract concentrat repus in suspensie (a se vedea apendicele 4).

Testul de imunofluorescentd este considerat pozitiv atunci cand esantionul contine cel putin 5 x 10°
celule caracteristice pe mililitru de extract concentrat repus in suspensie. In acest caz, esantionul este
considerat ca fiind potential contaminat si trebuie continuate testele.

Testul de imunofluorescentd este considerat negativ atunci cand esantionul contine mai putin de 5 x 10°
celule pe mililitru de extract concentrat repus in suspensie si proba este consideratd necontaminata. Nu
este necesard continuarea testelor.

(ii

TESTUL FISH

Principiu

In cazul in care testul FISH este folosit ca test de depistare initial si rezultatul siu este pozitiv, trebuie s se
efectueze un test de imunofluorescentd ca al doilea test obligatoriu de depistare. In cazul in care testul FISH
este folosit ca test secundar, iar rezultatul sdu este pozitiv, diagnosticul trebuie completat de teste
suplimentare, astfel cum se indicd in diagrama functionala.

Nota bene:

Se utilizeaza oligosonde validate specifice C. m. ssp. sepedonicus (a se vedea apendicele 7). Testele preliminarii efectuate prin
aceastd metodd trebuie s3 permitd detectarea reproductibild a cel putin 10*-10* celule/ml de C. m. ssp. sepedonicus addugate
extractelor de probe care au dus anterior la rezultate negative.

Este preferabil si se aplice procedura descrisd in continuare pentru extractele de proba proaspat preparate,
dar procedura poate functiona, de asemenea, cu extracte de probd conservate in solutie de glicerol la
temperaturi intre =16 °C si —24 °C sau intre —68 °C si =86 °C.

Ca martori negativi se folosesc alicote de extract de probd care au dus in prealabil la un rezultat negativ, cu
ocazia testelor de depistare a C. m. ssp. sepedonicus.

Ca martori pozitivi se prepard suspensii care contin intre 10° si 10° celule/ml de C. m. ssp. sepedonicus (suse
NCPPB 4053 sau PD 406, de exemplu) intr-o solutie tampon fosfatatd la 0,01 M, pe baza unei culturi de
trei pand la cinci zile (a se vedea apendicele 2 pentru preparare). Se prepard lame martori pozitivi distincte
ale susei omoloage sau ale oricdrei alte suse de referintd de C. m. ssp. sepedonicus intr-o suspensie de extract
de cartof, astfel cum se indicd in apendicele 2.

Utilizarea unei oligosonde eubacteriene marcate cu izotiocianat de fluoresceind (FITC) permite controlarea
procesului de hibridizare, colorand toate eubacteriile prezente in proba.

Materialul de control se testeazd la fel ca si probele.

Fixarea extractului de cartof

Protocolul prezentat in cele ce urmeazd se bazeazd pe Wullings et al. (1998).
Se prepard solutia de fixare (a se vedea apendicele 7).

Se introduc cu pipeta 100 pl din fiecare extract intr-un tub Eppendorf si sunt centrifugati timp de 8 minute
la 7000 g.

Se elimind lichidul supernatant si se dizolva extractul concentrat in 500 pl de fixativ preparat cu mai putin
de 24 de ore inainte. Se agitd si se lasd la incubat toatd noaptea la 4 °C.

Se mai poate utiliza ca fixativ etanol la 96 %. In acest caz, extractul concentrat mentionat la punctul 5.1.2
se dizolvd intr-un amestec format din 50 pl de tampon fosfatat la 0,01 M si din 50 pl etanol la 96 %. Se
amestecd la vortex si se lasa la incubat la 4 °C timp de 30-60 minute.
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Se pune la centrifugat timp de 8 minute la 7 000 g, se elimind lichidul supernatant si se repune in suspensie
extractul concentrat in 75 pl de tampon fosfatat la 0,01 M.

Se depun 16 pl de suspensii fixate pe o lama multitest, astfel cum se indicd in figura 3. Pe fiecare lamd se
aplicd doud probe diferite, nediluate, si din acestea se dilueazd 10 pl la 1:100 (intr-un tampon fosfatat de
0,01 M). Restul solutiei de proba (49 pl) poate fi conservata la —20 °C, dupd ce s-a addugat o cantitate de
etanol la 96 %. In cazul in care este necesard repetarea testului FISH, se elimini etanolul prin centrifugare
si se inlocuieste cu o cantitate echivalentd de tampon fosfatat la 0,01 M (se omogenizeaza prin agitare).

Figura 3. Dispunerea unei lame pentru testul FISH

Esantion 1 martor martor martor Esantion 2

fereastrd 1 fereastrd 2 fereastrd 3 fereastrd 4 fereastrd 5

Esantion 1 martor martor martor Esantion 2

fereastrd 6 fereastrd 7 fereastrd 8 fereastrd 9 fereastrd 10
Lameld 1 Lameli 2

Lamele se usucd la aer (sau intr-un uscitor, la 37 °C), apoi se fixeazd prin flambare.

In acest stadiu procedura poate fi intreruptd, iar hibridizarea poate continua in ziua urmitoare. Lamele
trebuie depozitate la addpost de praf, intr-un loc uscat si la temperatura mediului ambiant.

Prehibridizare si hibridizare

Se prepara o solutie de lizozimd avand la bazd 10 mg de lizozima (Sigma L-6876) pentru 10 ml de tampon
(100 mM Tri-HCl, 50 mM EDTA, pH 8,0). Solutia mentionati poate fi conservatd, dar nu trebuie congelatd,
nici dezghetatd, decat o singurd datd. Fiecare esantion se acoperd integral cu aproximativ 50 pl de solutie
de lizozima si se lasd la incubat timp de 10 minute la temperatura aerului ambiant, apoi lamele se scufunda
o singurd datd in apa demineralizatd i se usucd cu hartie de filtru.

O altd posibilitate: in fiecare godeu, in locul lizozimei, se adaugi la tamponul (2mM Tri-HCl, 2mM Cacl,,
pH 7,4) 50 pl de proteinazi K la 40-400 pg/ml, apoi se lasa la incubat la 37 °C timp de 30 de minute.

Se deshidrateazd celulele prin bai succesive de etanol la 50 %, 80 % si 96 % de un minut fiecare. Se asaza
lamele pe un suport si se lasd sd se usuce in aer liber.

Se prepard o camerd de incubatie umeda tapitdnd fundul unei cutii ermetice de hartie de filtru umeda sau
de hartie de filtru impregnatd cu hibmix 1x (a se vedea apendicele 7). Se pune la preincubat cutia timp de
cel putin 10 minute in cuptorul de hibridizare, la o temperaturd de 55 °C.

Se prepard solutia de hibridizare (a se vedea apendicele 7) avand la bazd 45 pl pe lamd, apoi se pune la
preincubat timp de cinci minute la o temperaturd de 55 °C.

Se asazd lamele pe o placd incilzitd la 45 °C si se varsd 10 pl de solutie de hibridizare in fiecare dintre cele
patru godeuri ale fiecrei lame.

Se acoperd fiecare lama cu doud lamele (24 x 24 mm), avandu-se grija sd nu se prindd aer, apoi se asaza
lamele in camera de hibridizare umeda preincilzitd si se lasd acolo o noapte, in obscuritate si la o temperaturd
de 55 °C, pentru a permite desfdsurarea hibridizarii.

Se prepard trei pahare de laborator care contin 1 1 de apd ultrapurd, 1 1 de hibmix 1x (334 ml de hibmix
3x 51 666 ml de apd ultrapurd) si 11 de hibmix 1/2x (167 ml de hibmix 3x si 833 ml de apd ultrapurd). Fiecare
dintre pahare se pune la preincubat in baie de aburi, la o temperaturd de 55 °C.

Lamele si lamelele se indeparteazi si se asazd pe un suport.

Se elimind excesul de sondd, punandu-1 la incubat timp de 15 minute la 55 °C in paharul de laborator care
contine hibmixul 1x.
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5.2.10.

5.2.11.

5.3.

5.3.1.

Se transferd suportul de lame intr-o solutie de spalat cu hibmix V2 si se lasa la incubat timp de incd 15 minute.

Se scufundi rapid lamele intr-o baie de apa ultrapurd si se usucd cu hartie de filtru. Se elimina excesul de
umiditate asezand usor hartia de filtru peste suprafata care trebuie uscatd. Se pun cu pipeta in fiecare fereastrd
intre 5 si 10 pl de solutie suport antidecolorare (de exemplu, Vectashield de la Vecta Laboratories, CA, USA
sau o solutie echivalentd) si se acoperd intreaga suprafatd a lamei cu o lameld mare (24 x 60 mm).

Citirea testului FISH

Se trece de indatd la observarea lamelor cu ajutorul unui microscop cu epifluorescentd care mareste intre 630
si 1000 x, sub o peliculd de ulei. Cu un filtru adaptat la izotiocianatul de fluoresceind (FITC), celulele
eubacteriene (inclusiv majoritatea celulelor gram-negative) prezente in probid se coloreazd in verde
fluorescent. Cu un filtru adaptat la tetrametilrodamind-5-izotiocianat, celulele de C. m. ssp. sepedonicus
marcate cu Cy3 apar colorate in rosu fluorescent. Se compard morfologia celulelor cu cea a martorilor
pozitivi. Celulele trebuie s fie complet colorate si s prezinte o fluorescent vie. In caz de colorare anormal,
testul FISH (sectiunea 9.4) trebuie repetat. Se examineazd ferestrele pe baza a doud diametre perpendiculare
si in jurul perimetrului. Pentru probele care nu prezinta celule sau care prezintd doar un numdr redus de
celule se observa cel putin 40 de cdmpuri microscopice.

Se cautd in ferestrele lamelor de test prezenta celulelor care prezintd o fluorescentd vie si o morfologie
caracteristicd pentru C. m. ssp. sepedonicus (a se vedea site-ul web http://forum.europa.eu.int/Public/irc/
sanco/Home/main). Intensitatea fluorescentei trebuie si fie echivalentd cu cea a susei martor pozitiv sau
superioard acesteia. Celulele a cdror colorare este incompletd sau care prezintd o fluorescentd slabd nu
trebuie luate in considerare.

La cea mai micd suspiciune de contaminare, testul trebuie repetat. Acest lucru se poate intdmpla in cazul
in care toate lamele dintr-un lot prezintd celule pozitive din cauza contamindrii tamponului sau in cazul in
care celulele pozitive sunt izolate (in exteriorul ferestrelor) pe mediul de montare al lamei.

Existd un anumit numdr de probleme inerente specificitatii testului FISH. Este posibil ca in extractele de
conuri de stoloni si de segmente de tulpini de cartofi sd apard populatii nedorite de celule fluorescente
morfologic atipice si de bacterii saprofite care provoaca reactii incrucisate si au mdrimea si morfologia
asemdndtoare cu C. m. ssp. sepedonicus. Fenomenul mentionat este, cu toate acestea, mult mai putin frecvent
decit in cazul testului de imunofluorescenta.

Doar celulele fluorescente de marime si cu morfologie caracteristice trebuie luate in considerare (a se vedea
punctul 5.3.2).

Interpretarea rezultatului testului FISH:

(i) rezultatele testului FISH sunt valabile atunci cand prin intermediul filtrului FITC se observi celule care
prezintd o fluorescentd vie de culoare verde si o marime si o morfologie caracteristice pentru C. m. ssp.
sepedonicus, iar prin intermediul filtrului rodamina se observa celule care prezintd o fluorescentd vie de
culoare rosie la toti martorii pozitivi si la nici un martor negativ. In cazul in care proba contine celule
care prezintd o fluorescentd vie si o morfologie caracteristicd, se evalueazd numdrul mediu de celule
caracteristice pe cAmp microscopic si se calculeazd numdrul celulelor respective pe mililitru de extract
concentrat repus in suspensie (a se vedea apendicele 4). Probele care contin cel putin 5 x 10° celule
caracteristice pe mililitru de extract concentrat repus in suspensie sunt considerate ca fiind potential
contaminate. Trebuie continuate testele. Esantioanele care contin mai putin de 5 x 10’ celule
caracteristice pe mililitru de extract concentrat repus in suspensie sunt considerate ca fiind negative;

(i) testul FISH este negativ in cazul in care nu se observd, prin intermediul filtrului rodamind, celule de
mdrimea si cu morfologia caracteristice pentru C. m. ssp. sepedonicus care prezinta o fluorescenta vie de
culoare rosie, cu conditia ca astfel de celule caracteristice cu o fluorescenta vie si de culoare rosie sd fie
observate cu filtrul rodamind in preparatele de martori pozitivi.

TESTUL PCR

Principii

In cazul in care testul PCR este folosit ca test principal de depistare si rezultatul siu este pozitiv, trebuie si
se efectueze un test de imunofluorescentd ca test secundar de depistare obligatoriu. In cazul in care testul
PCR este folosit ca test secundar, iar rezultatul sdu este pozitiv, diagnosticul trebuie completat de teste
suplimentare, astfel cum se indicd in diagrama functionald.

Exploatarea completd a metodei mentionate ca test de depistare principal nu se recomanda decat in cazul
in care existd o expertizd specializatd in domeniu.



03/vol. 73 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 191

Nota bene:

Tetele preliminarii efectuate in conformitate cu aceastd metodd trebuie si permitd detectarea reproductibild a 10*-10*
celule/ml de C. m. ssp. sepedonicus addugate extractelor de probe care au dat anterior rezultate negative. Se pot dovedi
necesare experiente de optimizare pentru a obtine niveluri maxime de sensibilitate si de specificitate in toate laboratoarele.

Se folosesc reactivi si protocoale PCR validate. Se alege, de preferintd, o metodd cu control intern.

Se iau precautiile necesare pentru a evita contaminarea probei cu ADN-ul tintd. Pentru a reduce pe cat posibil riscul
contamindrii cu ADN-ul tintd, ar trebui ca testul PCR si fie efectuat de citre tehnicieni experimentati, in laboratoare de
biologie moleculard specializate.

Martorii negativi (in ceea ce priveste procedurile PCR si de extragere a ADN-ului) trebuie tratati intotdeauna
ca probe finale in procedurd, pentru a evidentia aparitia unui eventual transfer de ADN.

In testul PCR trebuie inclusi urmétorii martori negativi:

— extract de probd care a dat anterior rezultate negative pentru C. m. ssp. sepedonicus;
— tampoane martori folosite pentru a extrage bacteria si ADN-ul din proba;

— amestec reactiv pentru PCR.

De asemenea, trebuie inclu§i aici si urmdtorii martori pozitivi:

— alicote de extracte finale repuse in suspensie, dupd ce s-a addugat C. m. ssp. sepedonicus (a se vedea
apendicele 2 pentru preparare);

— suspensie in mediu apos de 10° celule pe mililitru dintr-un izolat virulent de C. m. ssp. sepedonicus (de
exemplu, NCPPB 2140 sau NCPPB 4053);

— de asemenea, in cazul in care este posibil, pentru testul PCR se utilizeazd ADN extras din probe de
martori pozitivi.

Pentru a evita riscurile de contaminare, martorii pozitivi se prepard intr-un mediu diferit de cel in care se gdsesc probele
care trebuie testate.

In misura posibilului, extractele de probe trebuie curitate de pimant. In anumite cazuri, este recomandabil
sd se prepare extracte de cartofi spalati, in cazul in care se prevede folosirea protocoalelor PCR.

6.1. Metode de purificare a ADN-ului
Se folosesc probe martori pozitivi si negativi, in conformitate cu metoda descrisd anterior.
Materialul de control se prepari la fel ca si probele.

Existd o serie intreagd de metode pentru purificarea ADN-ului tintd, in cazul substratelor de probe complexe,
pentru a elimina inhibitorii PCR i alte reactii enzimatice si a concentra ADN-ul tintd in extractul de proba.

Urmitoarea metoda a fost optimizatd pentru a fi utilizati cu metoda PCR validatd, descrisd de apendicele 6.
6.1.(a) Metoda Pastrik (2000)

1. Se pun cu pipeta 220 pl de tampon de lizd (100 mM NaCl, 10mM Tri-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA
[pH 8,0] intr-un tub Eppendorf de 1,5 ml.

2. Seadaugd 100 pl de extract de probad si se asaza intr-un bloc de incilzire sau intr-o baie de aburila 95 °C
timp de zece minute.

3. Se asazd tubul pe gheatd timp de cinci minute.

4. Se adauga 80 pl de solutie concentratd de lizozimd (50 mg de lizozima pe mililitru in 10 mM Tri HCl,
pH 8,0) si se lasa la incubat la 37 °C timp de 30 de minute.

5. Se adaugd 220 pl de Easy DNA® solutie A (Invitrogen), se omogenizeaza bine prin agitare si se lasi la
incubat la 65 °C timp de 30 de minute.
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6.1.(b)

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6. Se adaugi 100 pl de Easy DNA® solutie B (Invitrogen), se omogenizeazi bine prin agitare pani cand
precipitatul circuld liber in tub, iar proba prezintd o viscozitate uniforma.

7. Se adaugd 500 pl de cloroform si se omogenizeazd prin agitare pand cand viscozitatea scade, iar
amestecul devine omogen.

8. Se centrifugheazd la 15 000 g timp de 20 de minute, la 4 °C, pentru a separa fazele si a forma interfaza.
9. Se varsi faza superioard intr-un alt tub Eppendorf.

10. Se adaugd 1 mililitru de etanol la 100 % (-20 °C), se omogenizeaza rapid prin agitare si se lasa la incubat
pe gheatd timp de 10 minute.

11. Se centrifugheazd la 15 000 g timp de 20 de minute la 4 °C si se elimind etanolul din extractul
concentrat.

12. Se adaugd 500 pl de etanol la 80 % (-20 °C) si se amestecd, rasturnand tubul.

13. Se centrifugheazd la 15 000 g timp de 10 minute la 4 °C, se conserva extractul concentrat si se elimind
etanolul.

14. Se lasd si se usuce extractul in aer liber sau intr-un Speed Vac de ADN.

15. Se repune in suspensie extractul in concentrat in 100 pl de apd ultrapurd sterild si se las la temperatura
mediului inconjurdtor timp de cel putin 20 de minute.

16. Se conserva la =20 °C pand atunci cind se utilizeazd pentru PCR.

17. Seizoleazd orice precipitat alb prin centrifugare si se utilizeazd 5 pl din lichidul supernatant ce contine
ADN pentru PCR.

Alte metode

Se pot aplica si alte metode de extragere a ADN-ului (Qiagen DNeasy Plant Kit, de exemplu), cu conditia ca
metodele respective sd aibd o eficacitate recunoscutd ca fiind echivalentd, pentru purificarea ADN-ului
provenit din probele martori care contin intre 10° si 10* celule de agent patogen pe mililitru.

PCR

Se prepard matricele de test si de control pentru PCR, urmand protocoalele validate (a se vedea apendicele 6).
Se prepard o dilutie zecimald din extractul de ADN provenit din proba (1:10 in apa ultrapurd).

Se prepard amestecul reactiv pentru PCR intr-un mediu lipsit de orice contaminare, in conformitate cu
protocoalele publicate (a se vedea apendicele 6). Protocolul PCR validat este o reactie multiplex care include
si un control PCR intern.

Se adaugd 5 pl de extract de ADN la 25 pl reactiv PCR, in tuburi PCR sterile.

Se constituie o probd martor negativ care nu contine decat amestecul reactiv pentru PCR si se adauga in locul
probei 0 apd purd provenind din aceeasi sursi ca si cea utilizatd in amestecul PCR.

Se asazd tuburile in acelasi termociclu folosit la testul preliminar si se lanseaza programul PCR optimizat
in mod corespunzitor (a se vedea apendicele 6).

Analiza produsului reactiei PCR

Se decodeazd amplimerii prin electroforezd pe gel de agaroza. O cantitate de cel putin 12 pl de amestec
reactiv de ADN amplificat, provenit de la fiecare probd, asociat cu 3 pl de tampon de incdrcare (apendicele 6)
se supun unei tensiuni de 5-8 V/cm pe geluri de agarozi la 2,0 % intr-un tampon de EDTA (TAE) triacetat
(apendicele 6). Se utilizeazd un marker de ADN adecvat, precum ,100 bp ladder”.

Pentru a scoate in evidentd benzile de ADN se foloseste colorarea cu bromurd de etidiu (la 0,5 mg/l) timp
de 30-45 minute, luand precautiile care se impun pentru manipularea agentului mutagen in cauzd.

in cazul produselor PCR care au mirimea preconizatd (apendicele 6), se vizualizeazi gelul colorat prin
diafanoscopie sub unde UV scurte (de exemplu A = 302 nm) si se noteaza rezultatele.
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6.3.4.

7.1.

7.2.

7.3.

Pentru toate cazurile/rezultatele noi se verificd autenticitatea amplimerului, efectuand o analiza de restrictie
enzimatici pe o proba din ADN-ul amplificat rimas. In acest scop, se lasd la incubat la o temperaturd optim
si pe o duratd optimd, folosind o enzimd si un tampon corespunzitoare (a se vedea apendicele 6). Se
decodeazd fragmentele digerate prin electroforezd pe gel de agarozd, in conformitate cu metoda indicatd
anterior si se vizualizeazd prin diafanoscopie sub UV dispunerea caracteristicd a fragmentelor dupd restrictia
enzimaticd si colorarea cu bromurd de etidiu. Se compard apoi cu martorii pozitivi dinainte si de dupa
digestie.

Interpretarea rezultatului testului PCR:

Testul PCR este negativ, in cazul in care se observd in mod evident amplimerul PCR specific C. m. ssp.
sepedonicus de marimea preconizatd pentru ansamblul probelor martori pozitivi, dar nu si pentru proba in
cauzd (in cazul unui PCR multiplex cu primeri de control intern specifici plantei, un al doilea produs PCR
de mdrimea preconizata trebuie amplificat cu proba in cauzd).

Testul PCR este pozitiv, in cazul in care se observd in mod evident amplimerul PCR specific C. m. ssp.
sepedonicus de marimea si (in cazul in care este necesar) dispunerea postrestrictie preconizate, cu conditia si
nu fie amplificat cu una dintre probele martori negativi. De asemenea, se poate confirma cu incredere un
rezultat pozitiv, repetand testul cu o a doua serie de primeri PCR (a se vedea sectiunea 9.3).

Nota bene:

Se poate suspecta o inhibitie a PCR, in cazul in care amplimerul preconizat se obtine pe baza probei martor pozitiv care
contine C. m. ssp. sepedonicus in solutie apoasd, atunci cand martorii pozitivi care contin C. m. ssp. sepedonicus in extractul
de cartof dau un rezultat negativ. In protocoalele PCR multiplex cu controale PCR interne inhibitia reactiei este probabild
atunci cand nu se obtine nici unul dintre cei doi amplimeri.

Se poate suspecta o contaminare, in cazul in care amplimerul preconizat este evidentiat in cel putin unul
dintre martorii negativi.

TESTUL BIOLOGIC

Nota bene:

Testele preliminarii realizate in conformitate cu aceasti metoda trebuie si permitd detectarea reproductibild a 10>-10*
celule/ml de C. m. ssp. sepedonicus care s formeze colonii, adiugate extractelor de probe care anterior au dat rezultate
negative (pentru preparare, a se vedea apendicele 2).

Pentru a obtine o sensibilitate maxima a detectiei este preferabil sd se utilizeze un extract de proba proaspat
preparat in conditii optime de crestere. Cu toate acestea, metoda poate fi aplicatd cu succes pentru extracte
conservate in solutie de glicerol la temperaturi intre —68 °C si —86 °C.

Anumite varietdti de patldgea vanita constituie un mediu excelent de imbogatire selectivd pentru cultura de
C. m. ssp. sepedonicus, chiar si in absenta simptomelor si permit, de asemenea, realizarea unui excelent test
de confirmare pe gazda.

Pentru a reduce riscul de a obtine rezultate negative false, conditiile de crestere trebuie s fie optime.

Pentru detaliile privind cultura, a se vedea apendicele 8.

Se repartizeazd pe pdtligelele vinete, in conformitate cu una dintre metodele indicate in continuare
(punctul 7.3 sau 7.4), tot restul de alicotd de test din extractul concentrat repus in suspensie, obtinut in
conformitate cu indicatiile din sectiunea 3.1.6 sau 3.2.5. Se folosesc doar plante ajunse in stadiul celei de-a
doua sau a treia frunze, pand la dezvoltarea completd a celei de-a treia frunze adevirate. Pentru a folosi
integral extractul concentrat repus in suspensie si pentru a asigura eficacitatea inoculdrii, sunt necesare
intre 15 si 25 de patlagele vinete pe esantion pentru efectuarea procedurilor descrise in continuare.

fnainte de inoculare, pitligelele vinete nu trebuie udate timp de una sau doud zile pentru a reduce presiunea
turgescentei.

Inoculare prin incizie

Se tine planta intre doud degete si se pune cu pipeta pe tulpind, intre cotiledoane si prima frunzd, o piciturd
(in jur de 5-10 pl) de extract concentrat in suspensie.

Cu ajutorul unui scalpel steril se practicd, plecand de la picitura de extract concentrat, o incizie diagonald
cu o lungime de 1,0 cm si o adancime aproximativ egald cu doud treimi din grosimea tulpinii.

Se inchide incizia cu vaselind sterild, folosind o seringa.
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7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

7.10.

Inoculare prin injectie

Inocularea se practicd in tulpini de patldgele vinete, chiar deasupra cotiledoanelor, cu ajutorul unei seringi
dotate cu un ac hipodermic (nu mai putin de 23 G). Esantionul se repartizeaza intre patldgelele vinete.

Ca martori pozitivi, se inoculeazd cinci plante prin aceeasi metoda (a se vedea punctul 7.3 sau 7.4) cu o
suspensie apoas care contine intre 10° si 10° celule/ml dintr-o culturd cunoscuti de C. m. ssp. sepedonicus
si, in cazul in care este posibil, cu extract din tubercul infectat in mod natural (a se vedea sectiunea 4).

Ca martori negativi, se inoculeaza cinci plante prin aceeasi metoda (a se vedea punctul 7.3 sau 7.4) cu o
solutie tampon sterild de extract concentrat.

Se lasd plantele la incubat pana la patru siptdimani la temperaturi intre 18 °C si 24 °C, in spatii adaptate la
conditiile de carantind. In timpul incubatiei se mentine o lumin suficientd si un grad ridicat de umiditate
(dela 70 % la 80 %), asigurdnd o udare adecvatd pentru a evita orice obturare hidricd sau vestejire din cauza
lipsei apei. Celulele de C. m. ssp. sepedonicus nu rezistd la temperaturi mai mari de 30 °C; temperatura ideald
de culturd este de 21 °C. Pentru a evita riscurile de contaminare, martorii pozitivi si negativi se pun la incubat
in serd sau fitotron pe etajere complet separate sau, in cazul in care spatiul este limitat, se prevede o
compartimentare riguroasa. In cazul in care plante din esantioane diferite trebuie s stea la incubat aproape
unele de altele, plantele respective se vor separa cu ajutorul unor ecrane corespunzitoare. Se va acorda o
mare atentie evitrii contamindrii incrucisate in timpul fertilizarii, al udarii, al inspectiilor si in orice alt caz
de manipulare. Este necesar si se evite prezenta insectelor in sere sau fitotroane, deoarece sunt susceptibile
de a raspandi bacteria de la un esantion la altul.

Dupd o sdptdimand, se examineazd cu regularitate plantele pentru a identifica aparitia simptomelor. Se
numdrd plantele care prezintd simptome. C. m. ssp. sepedonicus provoacd la patligeaua vanitd o vestejire a
frunzelor, care se poate manifesta in primul rand printr-o flaciditate pe margini sau intre nervuri. La inceput,
tesutul vestejit poate lua o culoare verde inchis sau un aspect pestrit, dar péleste inainte de a se necroza.
Vestejirile dintre nervuri prezintd adesea aspectul gras al tesuturilor saturate cu apd. Tesutul necrozat
prezintd adesea o margine de culoare galben viu. Plantele nu mor neapérat. Cu cat simptomele intarzie sd
apard, cu atat sansele de supraviefuire sunt mai mari. Plantele pot invinge infectia. Pitligelele vinete tinere
sunt mult mai sensibile la populatiile slabe de C. m. ssp. sepedonicus decat plantele mai in varstd, de unde
necesitatea de a utiliza plante in stadiul celei de-a treia frunze sau chiar inaintea acestui stadiu.

Vestejirile mai pot fi provocate si de populatii de alte bacterii sau de ciuperci prezente in extractul concentrat
de tesut tubercular. Este vorba, printre altele, de Ralstonia solanacearum, de Erwinia carotovora ssp. carotovora
si de E. carotovora ssp. atroseptica, de Erwinia chrysanthemi, de Phoma exigua var. foveata, precum si de vaste
populatii de bacterii saprofite. Erwinia chrysanthemi, in special, poate induce la nivelul frunzelor simptome
si o vestejire foarte asemdndtoare cu simptomele de C. m. ssp. sepedonicus, cu singura diferentd cd infectiile
cu Erwinia chrysanthemi provoacd o innegrire a tulpinilor. Alte tipuri de vestejiri se disting de cele provocate
de C. m. ssp. sepedonicus prin faptul ci frunzele sau plantele intregi se ofilesc rapid. De asemenea, se poate
recurge la o colorare Gram pentru a distinge C. m. ssp. sepedonicus de Erwinia spp.

Odatd cu aparitia simptomelor la patligelele vinete trebuie si se efectueze noi operatiuni de izolare, pe baza
segmentelor de tesut care provin de la frunzele vestejite sau pe baza tulpinii plantei (pentru macerarea
tesuturilor, a se vedea punctul 3.1.3). Se dezinfecteaza suprafata frunzelor si a tulpinilor de patligea vanata,
frecandu-le cu etanol la 70 %. Se efectueaza un test IF sau PCR pe seva de patligea vanatd si se trece la izolarea
pe mediu adecvat (selectiv) (a se vedea sectiunea 8). De asemenea, este posibil s se prepare o colorare Gram
(a se vedea apendicele 9). Se identificd culturile pure de izolati presupusi de C. m. ssp. sepedonicus si li se
confirmd patogenicitatea (a se vedea sectiunile 9 i 10).

fn anumite circumstante si in special in cazul in care conditiile de culturd nu sunt optime, C. m. ssp.
sepedonicus poate fi prezent in patligelele vinete in stadiul de infectie latentd, chiar si dupd perioade de
incubatie care ajung pani la patru siptimani. In cazul in care dupi patru siptimani nu se observ nici un
simptom, se efectueazd un test IF sau PCR pe o probd compozitd de segmente de tulpini de 1 cm provenind
de la fiecare planti test, prelevate de deasupra punctului de inoculare. In cazul in care testul este pozitiv, se
practicd o noud izolare pe un mediu adecvat (selectiv), in conformitate cu procedura expusd la sectiunea 8.
Se identificd culturile pure de izolati presupusi de C. m. ssp. sepedonicus si li se confirma patogenicitatea (a
se vedea sectiunile 9 si 10).

Interpretarea rezultatelor testului biologic.
Rezultatele testului biologic sunt valabile atunci cand plantele care constituie martorul pozitiv prezintd
simptome caracteristice, atunci cand este posibil sd se efectueze o noud izolare a bacteriilor pe plantele in

cauzd si atunci cind nu se observa nici un simptom pe martorii negativi.

Testul biologic este negativ in cazul in care plantele test nu sunt infectate cu C. m. ssp. sepedonicus, sub rezerva
ca C. m. ssp. sepedonicus si fie evidentiat pe martorii pozitivi.

Testul biologic este pozitiv in cazul in care platele test sunt infectate cu C. m. ssp. sepedonicus.
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8.1.

8.2.

8.2.1.

IZOLAREA C. M. SSP. SEPEDONICUS

Nota bene:

Diagnosticul nu poate fi confirmat decat prin izolarea si evidentierea C. m. ssp. sepedonicus (a se vedea sectiunea 9), urmate
de o validare printr-un test al puterii patogene (a se vedea sectiunea 10). Desi este vorba de un organism dificil de izolat,
izolarea este posibild pe baza tesutului care prezintd simptome de infectie.

Cu toate acestea, organismul poate fi sufocat de bacterii saprofite cu crestere rapida, ceea ce il face dificil de
izolat in mod direct pe baza extractului concentrat de tesut de tubercul sau de tulpind (obtinut la
sectiunea 3.1.6 sau 3.2.5). Izolarea directd a C. m. ssp. sepedonicus rimane posibild pe mediu selectiv si pe
baza unei dilutii adecvate de extract concentrat, repus in suspensie, de conuri de cartofi prelevate de la
stolonul sau tulpina de cartof.

Izolarile trebuie practicate pe toti tuberculii sau pe toate segmentele de tulpini de cartofi si pe toate
patlagelele vinete care nu prezintd nici un simptom, dar pentru care testul IF sau PCR efectuat pe proba
compozitd (a se vedea sectiunea 7.10) a dat un rezultat pozitiv. Dupd caz, tulpinile de patligele vinete trebuie
sd fie macerate, in conformitate cu metoda descrisd la sectiunea 3.1.3.

Ca martori pozitivi, se prepari dilutii la a zecea parte dintr-o suspensie de 10° ufc/ml de C. m. ssp. sepedonicus
(de exemplu, NCPPB 4053 sau PD 406). Pentru a evita orice posibilitate de contaminare, martorii pozitivi
se prepard la distantd de probele care trebuie testate.

In cazul fiecirui lot de mediu selectiv nou preparat, trebuie si se verifice in ce masuri este adecvat pentru
cultura agentului patogen inainte de a-l utiliza pentru testarea probelor de rutina.

Materialul de control se testeaza la fel ca si probele.

Desfasurare pe medii selective

Pe baza a 100 pl de alicotd de proba de extract concentrat de cartof repus in suspensie sau de sevd de patligea
vanitd, se efectueaza dilutii la a zecea parte intr-un tampon de extract concentrat (a se vedea apendicele 3).

Tentativele de izolare pe bazd de extract concentrat nediluat de cartof se soldeazd, in general, cu esecuri
datoritd dificultitilor pe care le prezinta cultura de Cms si a concurentei saprofitelor. Deoarece bacteria este
in general prezentd in masa in tesuturile infectate, cel mai adesea este posibil s se evacueze saprofitele prin
dilutie, pastrand totodatd agentul patogen. Prin urmare, se recomanda si se recurgd la tehnica de desfdsurare
pe lami si sd se desfdsoare, cu ajutorul unui aplicator (,crosd de hockey”), 100 ul din fiecare proba, cu dilutii
de 1/100-1/10 000, pe un mediu MTNA sau NCP-88 (a se vedea apendicele 5).

Nota bene:

O altd strategie poate consta in desfdsurarea alicotei initiale de 100 pl de extract concentrat de cartof pe o primd lama de
agar cu ajutorul unui aplicator, intinderea in striuri pe 0 a doua lamd a restului rimas pe aplicator si repetarea procedurii
pe o a treia lamd. Aplicatorul permite astfel ca pe lame sd se obtind un efect de dilutie.

Se incubeazd lamele la addpost de lumind si la temperaturi cuprinse intre 21 °C i 23 °C.

Prima examinare a lamelor, cu numdrarea, in raport cu lamele martori, a eventualelor colonii cu aspect
asemdndtor cu C. m. ssp. sepedonicus trebuie sd se efectueze dupd trei zile. Numdririle ulterioare se vor efectua
dupd cinci, sapte si, in final, zece zile.

Purificarea coloniilor suspecte

Nota bene:

Trebuie s se efectueze o repicare in mediu YGM a coloniilor cu aspect asemandtor cu C. m. ssp. sepedonicus in scopul
inoculdrii ulterioare a patligelelor vinete sifsau al identificrii. Operatiunea in cauzi trebuie efectuatd inainte ca lamele si
atingd o abundentd excesivd, respectiv, de preferintd, dupi trei-cinci zile.

Se efectueazd o insimantare in striuri a coloniilor cu aspect asemdndtor cu C. m. ssp. sepedonicus, pe unul
dintre urmatoarele medii (formulele figureaza in apendicele 5):

agar nutritiv cu dextrozd (numai pentru repicdri);
agar cu drojdie, peptond si glucozi;
agar cu extract de drojdie si sdruri minerale.

Se lasi la incubat pand la 10 zile la o temperaturd cuprinsd intre 21 °C si 24 °C.
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8.2.2.

8.2.3.

9.1.

C. m. ssp. sepedonicus se multiplicd lent si produce, in general in zece zile, colonii de dimensiunea si de forma
unui varf de ac, convexe si de culoare crem (fotografii ale coloniilor caracteristice de C. m. ssp. sepedonicus
sunt prezentate la adresa http:|/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home main).

Se insimanteazd din nou in striuri pentru a obtine culturi pure.

Ratele de crestere sunt mai bune pentru repicari. Coloniile caracteristice sunt de culoare crem sau de culoarea
fildesului, uneori galbene, rotunjite, netede, umflate, convexe si avand o consistentd mucoid-fluida. Coloniile
au margini bine conturate, iar diametrul lor se intinde in general de la 1 la 3 mm.

O simpld colorare Gram (a se vedea apendicele 9) poate ajuta la selectarea coloniilor in vederea efectudrii
testelor suplimentare.

Se identificd culturile presupuse (a se vedea sectiunea 9) si se realizeazd un test al puterii patogene (a se vedea
sectiunea 10).

IDENTIFICARE

Se identifica culturi pure de izolati presupusi de C. m. ssp. sepedonicus utilizand cel putin doud dintre testele
prezentate in continuare, bazate pe principii biologice diferite.

Dupd caz, pentru fiecare test efectuat se includ suse de referintd cunoscute.

Teste de identificare de nutritie si enzimatice

Se determind caracteristicile fenotipice mentionate in continuare, care sunt in mod sistematic prezente sau
absente la C. m. ssp. sepedonicus, in conformitate cu metodele lui Lelliott si Stead (1987), Klement et al. (1990),
Schaad (2001) si anonim (1987).

Toate mediile trebuie sd incubeze la 21 °C si sd fie examinate dupa sase zile. In cazul in care nu se constatd
nici o multiplicare, se lasd la incubat pand la 20 de zile.

Fiecare test trebuie sd includa o susd cunoscutd de C. m. ssp. sepedonicus ca martor. Testele de nutritie si cele
fiziologice trebuie sa fie efectuate pe un inoculat provenit de la repiciri pe agar nutritiv. Comparatiile
morfologice trebuie sd se efectueze pe baza culturilor pe agar nutritiv cu dextrozd.

Teste Rezultate preconizate

Oxidare/fermentare (O/F) Inert sau slab oxidant
Oxidaza -
Crestere la 37 °C -
Activitate ureazica -
Hidroliza esculinei +
Hidroliza amidonului —sau slab
Toleranta unei solutii de NaCl la 7 % -
Productie de indol -
Activitatea catalazei +
Productie de H,S -
Utilizare citrat -
Lichefierea gelatinei -
Productie de acid pe bazd de glicerol -
Productie de acid pe bazi de lactoza —sau slab
Productie de acid pe bazd de ramnozi -
Productie de acid pe bazd de salicind -

Colorare Gram (a se vedea apendicele 9) +
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

10.

10.1.

Test de imunofluorescenti (IF)

(a) Se prepari o suspensie de aproximativ 10° celule pe mililitru intr-un tampon de imunofluorescent (a
se vedea apendicele 3).

(b) Se prepard o dilutie la jumatate dintr-un antiser adecvat.
(¢) Se urmeazd procedura testului de imunofluorescentd (a se vedea sectiunea 4).

(d) Pentru ca un test IF sd fie pozitiv, titrul obtinut cu cultura trebuie sa fie echivalent cu cel obtinut cu
martorul pozitiv.

Test PCR

(a) Se prepard o suspensie de aproximativ 10° celule pe mililitru in ap3 ultrapura.

(b) Intr-un bloc de incilzire sau intr-o baie de api fiartd, se incilzesc 100 ul de suspensie in tuburi inchise
la 100 °C timp de 4 minute. In cazul in care este necesar, addugarea de NaOH proaspit preparat cu o
concentratie finald de 0,05 M poate facilita liza celulelor. Probele pot fi depozitate la temperaturi intre
-16 °C si —24 °C, pand in momentul utilizarii.

(c) Se aplicd procedurile PCR adecvate pentru a amplifica amplimerii specifici ai C. m. ssp. sepedonicus (de
exemplu: Pastrik, 2000; a se vedea apendicele 4; Li si de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik si Rainey,
1999; Schaad et al., 1999).

(d) Identificarea C. m. ssp. sepedonicus este pozitiva atunci cand amplimerii PCR au aceeasi dimensiune si
prezintd aceleasi polimorfisme de lungime a fragmentelor de restrictie ca si pentru susa martor pozitiva.

Test FISH
(a) Se prepari o suspensie de aproximativ 10° celule pe mililitru in api ultrapuri.
(b) Se urmeazd procedura testului FISH (a se vedea sectiunea 5).

(c) Testul FISH este pozitiv in cazul in care obtinem aceleasi reactii cu cultura si martorul pozitiv.

Testul de profil al acizilor grasi (FAP)

(a) Cultura se dezvoltd timp de 72 de ore la 21 °C (+/-1 °C) pe agar de soia tripticaz (Oxoid).

(b) Se aplicd o procedurd de test FAP adecvatd (Janse, 1991; Stead, 1992).

() Pentru ca un test FAP si fie pozitiv, profilul culturii presupuse trebuie s fie identic cu cel al martorului
pozitiv. Prezenta acizilor grasi caracteristici 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:01s0, 16:0i 17:0
Anteiso este puternic revelatoare de C. m. ssp. sepedonicus. Bacterii de alte tipuri, ca de exemplu
Curtobacterium, Arthrobacter si Micrococcus, posedd, de asemenea, unii dintre acizii mentionati, dar foarte
rar 15:1 Anteiso A; in schimb, acidul mentionat este prezent la toate Clavibacter spp., la niveluri cuprinse

intre 1 % si 5 %. In cazul C. m. ssp. sepedonicus, nivelul mentionat graviteazd de obicei in jurul valorii
de 5 %.

BOX-PCR
(a) Se prepard o suspensie de aproximativ 10° celule pe mililitru in apd ultrapura.

(b) Se efectueazd testul in conformitate cu procedura (Smith et al., 2001).

TEST DE CONFIRMARE

Testul puterii patogene trebuie efectuat atit pentru a aduce confirmarea finald a unui diagnostic de C. m. ssp.
sepedonicus, cat si pentru a evalua virulenta culturilor identificate ca fiind C. m. ssp. sepedonicus.

Se prepard un inoculum de aproximativ 10° celule/ml pe baza unei culturi de trei zile a izolatului care trebuie
testat si a unei suse martor pozitive corespunzitoare de C. m. ssp. sepedonicus.
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10.2.

10.3.

10.4.

Se inoculeaza 5-10 tulpini de plante tinere de patligea vanatd in stadiul celei de-a treia frunze (a se vedea
sectiunea 7.3 sau 7.4).

Se pun la incubat la temperaturi cuprinse intre 18 °C si 24 °C, la o umiditate relativ ridicatd, asigurnd o
udare adecvatd pentru a preveni obturarea hidricd sau stresul cauzat de secetd (a se vedea sectiunea 7.7.).
In cazul culturilor pure, ar trebui sd apari o vestejire tipicd in doud siptimani; cu toate acestea, plantele care
nu prezintd simptome (a se vedea sectiunea 7.8.) la sfarsitul perioadei mentionate trebuie lisate in continuare
la incubat pand la trei siptimani, la temperaturi favorabile cresterii patligelelor vinete, dar care si nu
depiseascd 25 °C (a se vedea apendicele 8). In cazul in care cultura nu prezintd simptome la sfarsitul celor
trei sdptdmani, nu se poate confirma ci este vorba despre o formd patogend de C. m. ssp. sepedonicus.

Se asigurd izolarea fatd de plantele simptomatice, prelevand o sectiune de tulpini la o indltime de 2 cm
deasupra punctului de inoculare. Se reduce si se pune in suspensie intr-o cantitate mica de apa distilata sterila
sau de tampon fosfatat la 50 mM (a se vedea apendicele 3). Se izoleazd de suspensie, diluand prin
insimantare simpla sau in striuri pe MTNA si YPGA (a se vedea apendicele 5), se lasi la incubat timp de
trei-cinci zile la o temperaturd cuprinsd intre 21 °Csi 23 °C, apoi se observa formarea coloniilor caracteristice
de C. m. ssp. sepedonicus.

Apendicele 1

Laboratoare care practici optimizarea si validarea protocoalelor

Laborator () Localitate Tard
Agentur fur Gesundheit und Ernahrungssicherheit Viena si Linz Austria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgia
Plantedirektoratet Lyngby Danemarca
Central Science Laboratory York Anglia
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Scotia
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Franta
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Franta
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Germania
Pflanzenschutzamt Hannover Hanover Germania
State Laboratory Dublin Irlanda
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Tdrile de Jos
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Aas Norvegia
Centre
Direccdo-Geral de Proteccdo das Culturas Lisabona Portugalia
Nacionalni institut za biologijo Ljubljana Slovenia
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spania

(") Pentru expertii de contact, consultati site-ul web la adresa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Apendicele 2

Prepararea martorilor pozitivi si negativi pentru aplicarea la conuri a testelor de depistare PCR/IF si FISH

Se pune in culturd timp de 72 de ore o susd virulentd de C. m. ssp. sepedonicus [NCPPB 4053 sau PD 406] pe un mediu
de bazd MTNA si se pune in suspensie intr-un tampon fosfatat la 10 mM, astfel incat si se obtind o densitate celulard
de aproximativ 1-2 x 108 UFC pe mililitru. Aceasta corespunde, in general, unei suspensii usor turbide care prezinta
o densitate opticd de 0,20-600 nm.

Se preleveazd un con de stolon de la 200 de tuberculi dintr-o recoltd de varietate cu coajd albd, cunoscutd ca fiind
lipsitd de C. m. ssp. sepedonicus. solanacearum.

Se trateazd stolonii urmand metoda obisnuitd si se repune extractul concentrat in suspensie de 10 mililitri.

Se varsd 900 pl de extract concentrat repus in suspensie in zece microfiole sterile de 1,5 ml.

Se insimanteazd prima microfiold cu 100 pl din suspensia de C. m. ssp. sepedonicus. Se omogenizeaza prin agitare.
Se stabilesc niveluri de contaminare la a zecea parte, urmand dilutia in urmdtoarele cinci microfiole.

Cele sase microfiole contaminate vor fi utilizate ca martori pozitivi. Cele patru microfiole necontaminate vor fi
utilizate ca martori negativi. Microfiolele se eticheteaza in consecinta.

Se prepard alicote de 100 pl in microfiole sterile de 1,5 ml, astfel incat si se obtind noud replici ale fiecdrei probe
martor. Se depoziteaza la temperaturi intre =16 si =24 °C pand in momentul utilizarii.

Prezenta si cuantificarea C. m. ssp. sepedonicus in probele martori trebuie confirmate in primul rand printr-un test de
imunofluorescentd.

Pentru testul PCR, se extrage ADN pe baza probelor martori pozitivi si negativi din fiecare serie de probe.
Pentru testele IF si FISH, se efectueazd incercdri pe probele martori pozitivi si negativi ai fiecdrei serii de probe.

In cazul testelor IF, FISH si PCR, C. m. ssp. sepedonicus trebuie detectat la martorii pozitivi la cel putin 10° si 10*
celule/ml si trebuie sd lipseascd complet la martorii negativi.
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Apendicele 3

Tampoane pentru procedurile de testare

GENERALITATE: tampoanele sterilizate care nu sunt deschise pot fi depozitate timp de maximum un an.

1.1.

1.2

2.1.

Tampoane pentru procedura de extragere

Tampon de extragere (tampon fosfatat la 50 mM, pH 7,0)

Tamponul mentionat este utilizat pentru extragerea, prin omogenizare sau agitare, a bacteriei prezente in
tesuturile plantei.

Na,HPO, (anhidru) 426¢
KH,PO, 272
Apa distilatd 1,001

Se dizolvd ingredientele, se verificd pH-ul si se sterilizeazd cu autoclavd timp de 15 minute la 121 °C.

Urmatorii aditivi pot fi utili:

Obiect Cantitate (pe l)
Fulgi de Lubrol Defloculant () 05¢g
Antispumant cu DC silicon Agent antispumant (*) 1,0 ml
Pirofosfat tetrasodic Antioxidant 10g
Polivinilpirolidona-40 000 (PVP-40) Legiturd de inhibitori de PCR 50 g

() A se utiliza cu metoda de extragere prin omogenizare.

Tampon de extract concentrat (tampon fosfatat la 10 mM, pH 7,2)

Tamponul mentionat este utilizat pentru repunerea in suspensie si dilutia extractelor de stoloni de tuberculi de
cartofi concentrati prin centrifugare.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Apa distilatd 1,001

Se dizolvd ingredientele, se verificd pH-ul si se sterilizeazd cu autoclavd timp de 15 minute la 121 °C.

Tampoane pentru testele de imunofluorescentd

Tampon IF (tampon cu fosfat la 10 mM, pH 7,2)

Tamponul mentionat este utilizat pentru dilutia anticorpilor.

Na,HPO,.12H,0 27
NaH,PO,.2H,0 04g
NaCl 80¢g
Apa distilatd 1,01

Se dizolvd ingredientele, se verificd pH-ul si se sterilizeazd cu autoclavd timp de 15 minute la 121 °C.
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2.2.

2.3.

Tampon IF-Tween
Tamponul mentionat este utilizat pentru spalarea lamelor.

Se adaugd 0,1 % Tween 20 la tamponul IF.

Glicerol tamponat cu fosfat, pH 7,6

Tamponul mentionat este utilizat ca lichid de suport pe ferestrele lamelor IF pentru a intari fluorescenta.

Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0 0.15g
Glicerol 50 ml
Apa distilatd 100 ml

Solutii suport antidecolorare sunt disponibile in comert: de exemplu, Vectashield® (Vector Laboratories) sau
Citifluor® (Leica).

Apendicele 4

Determinarea gradului de contaminare in momentul testelor IF si FISH

. Se numard numdrul mediu de celule fluorescente caracteristice pe camp (c).

. Se calculeazi celulele fluorescente caracteristice pe fereastrd de lama de microscop (C).

C=cxS[s

unde: S = suprafata (S) ferestrei unei lame cu multe godeuri si

s = suprafata campului obiectivului

s = 7112/4G2K2 unde: i= coeficientul campului (depinde de tipul de ocular si variaza de la 8 la 24)
K = coeficientul fiolei (1 sau 1,25)

G = mdrirea obiectivului (de 100 de ori, de 40 de ori etc.)

. Se calculeazi celulele fluorescente caracteristice pe mililitru de extract concentrat repus in suspensie (N)

N = Cx1000fy x F

unde: y = volumul de extract concentrat repus in suspensie pe fiecare fereastrd si

F = factorul de dilutie al extractului concentrat repus in suspensie
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Apendicele 5

Medii de izolare §i de culturd ale C. m. ssp. sepedonicus

() Medii de culturd de tip general

Agar nutritiv

Agar nutritiv (Difco) 23,0¢g
Apa distilatd 1,01

Se dizolva ingredientele si se sterilizeazd cu autoclava timp de 15 minute la 121 °C.

Agar nutritiv cu dextrozd

Agar nutritiv Difco Bacto care contine 1 % D-glucoza (monohidrat). Se sterilizeaza cu autoclava la 115 °C timp
de 20 de minute.

Agar cu drojdie, pepton si glucozad (YPGA)

Extract de drojdie (Difco) 50¢g
Bacto-peptond (Difco) 50¢g
D-glucozd (monohidrat) 10,0 g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Apa distilatd 1,01

Se dizolva ingredientele si se sterilizeazd cu autoclava la 121 °C timp de 15 minute.

Mediu de culturd cu extract de drojdie si siruri minerale (YGM)

Extract de drojdie bacto (Difco) 2,0 g

D-glucoza (monohidrat) 25g
K,HPO, 0.25g
KH,PO, 0.25g
MgS0,.7H,0 0lg
MnSO,.H,0 0,015g
NaCl 0,05¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Bacto-Agar (Difco) 18¢
Apa distilatd 1,01

Se dizolva ingredientele si se sterilizeazd cu o jumdtate de litru de autoclavd timp de 20 de minute la 115 °C.

Medii de crestere selective validate
Mediu MTNA

Cu exceptia unor mentiuni contrare, toate ingredientele provin de la BDH.

Extract de drojdie (Difco) 20¢g
Manitol 25¢
K,HPO, 0.25g
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KH,PO, 025
NaCl 005g
MgSO,.7H,0 01g
MnSO,,.H,0 0015g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Agar (oxoid nr. 1) 16,0 g
Api distilatd 1,01

Se dizolvd ingredientele si se ajusteazd pH-ul la 7,2. Dupd o trecere prin autoclavd (15 minute la 121 °C) si o ricire
la 50 °C, se adaugd antibioticele: trimetoprim 0,06 g, acid nalidixic 0,002 g, amfotericind B 0,01 g.

Solutiile de antibiotice se depoziteazd dupd cum urmeazd: trimetoprimul (Sigma) si acidul nalidixic (Sigma)
(ambele la 5 mg/ml) in metanol la 96 %; amfotericina B (Sigma) (1 mg/ml) in dimetilsulfoxid. Solutiile depozitate

sunt sterilizate prin filtrare.

Nota bene:

Mediul bazal se conserva timp de trei luni. Dup addugarea antibioticelor, mediul se conservi o lund in atmosfera refrigeratd.

Mediu NCP-88

Agar nutritiv (Difco) 23 g
Extract de drojdie (Difco) 2g
D-manitol 5¢
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgSO,.7H,0 025g
Apa distilatd 1,01

Se dizolvd ingredientele si se ajusteazd pH-ul la 7,2. Dupi o trecere prin autoclavd si ricire la 50 °C, se adaugd
urmitoarele antibiotice: sulfat de polimixind B (Sigma) 0,003 g, acid nalidixic (Sigma) 0,008 g, cicloheximidi
(Sigma) 0,2 g.

Antibioticele se dizolvd in solutii mama: acidul nalidixic in NaOH la 0,01 M; cicloheximida in etanol la 50 %,
sulfatul de polimixini B in apd distilatd. Solutiile depozitate sunt sterilizate prin filtrare.

Nota bene:

Mediul bazal se conserva timp de trei luni. Dupa addugarea antibioticelor, mediul se conservi o lund in atmosferd refrigeratd.
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Apendicele 6

Protocol si reactivi PCR validati

Nota bene:

Testele preliminare trebuie si permitd detectarea reproductibild a cel puin 10°-10* celule de C. m. ssp. sepedonicus pe mililitru de
extract de probd.

De asemenea, testele preliminare nu trebuie si arate nici un fals rezultat pozitiv cu o gama de suse bacteriene selectionate.

1. Protocol PCR multiplex cu control PCR intern (Pastrik, 2000)

1.1.  Oligonucleotide primeri

Primer direct PSA-1 5" —ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa — 3’
Primer indirect PSA-R 5’ — tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ — 3’
Primer direct NS-7-F 5' — gag gca ata aca ggt ctg tga tgc — 3’

Primer indirect NS-8-R 5’ — tcc gca ggt tca cct acg ga — 3’
Dimensiunea previzutd a amplimerului matricei de ADN de C. m. ssp. sepedonicus = 502 bp (in prezenta
primerului PSA).

Dimensiunea previzutd a amplimerului controlului PCR intern 188 rRNA = 377 bp (in prezenta primerului NS).

1.2.  Amestec reactiv destinat PCR

Reactiv Cantitate pe reactie Concentratie finald

Apa ultrapurd sterild 15,725 ul
10x tampon PCR (*) (15 mM MgCl,) 2,5u 1 x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fractie V) (10 %) 0,25 pul 0,1%
Amestec d-nTP (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer PSA-1 (10 pM) 0,5ul 0,2 M
Primer PSA-R (10 pM) 0,5ul 0,2 M
Primer NS-7-F (10 uM) () 0,1pl 0,04 pM
Primer NS-8-R (10 pM) (?) 0,1pl 0,04 yM
Polimerazd Taq (5U/ul) (1) 0,2 ul 1,0U
Volumul probei 5,0 pul

Volum total: 25,0 pl

(") Metodele au fost validate utilizand polimeraza Taq a lui Perkin Elmer (AmpliTaq sau Gold) si Gibco BRL.

(%) Concentratiile primerilor NS-7-F si NS-8-R au fost optimizate pentru extragerea nucleelor de stoloni de cartofi, utilizand
metoda omogenizdrii si a purificarii ADN-ului dupd Pastrik (2000) [a se vedea sectiunile 6.1. (a) si 6.2]. Va fi necesard o
noud optimizare a concentratiilor de reactivi, in cazul in care se utilizeazd extragerea prin agitatie sau alte metode de izo-
lare a ADN-ului.

1.3.  Conditii ale reactiei PCR

Se executd urmdtorul program:

1 ciclu de: (i) 3 minute la 95 °C: denaturarea matricei ADN;
10 cicluri de: (if) 1 minut la 95 °C: denaturarea matricei ADN;
(ii) 1 minut la 64 °C: hibridizare cu primerii;
(iv) 1 minut la 72 °C: extinderea ADN-ului complementar;
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1.4.

2.1

2.2.

25 decicluride:  (v) 30 secunde la 95 °C: denaturarea matricei ADN;
(vi) 30 secunde la 62 °C: hibridizare cu primerii;
(vii) 1 minut la 72 °C: extinderea ADN-ului complementar;
1 ciclu de: (viti) 5 minute la 72 °C: extindere finald;
(ix) se mentine la 4 °C.
Nota bene:

Acest program a fost optimizat pentru o utilizare cu un termociclu MJ Research PTC 200. Poate fi necesard modificarea etapelor
ciclurilor (ii), (iii), (iv), (v), (vi) si (vii) pentru utilizarea cu alte modele.

Analiza restricfiei enzimatice a amplimerului

Produsele PCR amplificate ale ADN-ului C. m. ssp. sepedonicus produc un polimorfism distinct al lungimii
fragmentelor de restrictie cu enzima Bgl 1I, dupd incubare la 37 °C timp de 30 de minute. Fragmentele de
restrictie obtinute pe baza fragmentului specific de C. m. ssp. sepedonicus au o lungime de 282 bp si 220 bp.

Prepararea tamponului de incircare

Bromofenol albastru (solutie concentratd la 10 %)

Bromofenol albastru 5¢

Api distilatd (bidest) 50 ml

Tampon de incdrcare

Glicerol (86 %) 3,5 ml
Bromofenol albastru (5,1) 300 pl
Api distilatd (bidest) 6,2 ml

10x tampon de EDTA (TAE) triacetat, pH 8,0

Tampon tri 48,4 ¢
Acid acetic glacial 11,42 ml
EDTA (sare disodicd) 372¢
Apad distilatd 1,001

Inainte de utilizare se dilueazd pani la 1x.

Disponibil si in comert (de exemplu, Invitrogen sau echivalent).
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Apendicele 7

Reactivi validati pentru testul FISH

Oligosonde
Sonda CMS-CY3-01 specificd pentru Cms 5’ —ttg cgg ggc gea cat cte tge acg-3’
Sonda eubacteriand EUB-338-FITC nespecificd 5'—gct gec tee cgt agg agt-3’

Solutie de fixare
[ATENTIE! FIXATIVUL CONTINE PARAFORMALDEHIDA, CARE ESTE TOXICA. SE POARTA MAN USISINU

SE INHALEAZA. SE RECOMANDA SA SE LUCREZE SUB O NISA DE ELIMINARE A SUBSTANTELOR
CHIMICE].

(i) Seincdlzesc 9 mlde apd purd moleculard (de exemplu, apd ultrapurd) la aproximativ 60 °C si se adaugd 0,4 g
de paraformaldehida. Paraformaldehida se dizolvd dupa ce s-au addugat 5 picaturi de 1N NaOH si se amestecd

Cu un agitator magnetic.

(ii) Seajusteazd pH-ulla 7,0 addugandu-se 1 ml de tampon fosfatatla 0,1 M (PB; pH 7,0) si 5 picaturi de 1IN HCL
Se verificd pH-ul cu bandele indicatoare si se ajusteazd, in cazul in care este necesar, cu HCI sau NaOH.

[ATENTIE! NU SE UTILIZEAZA PH-METRU IN SOLUTII CARE CONTIN PARAFORMALDEHIDA].
(iii) Solutia se filtreazd printr-un filtru cu membrana de 0,22 um si se protejeaza de praf la 4 °C pand la utilizare.

(iv) Nota bene:

Solutie de fixare de inlocuire: etanol la 96 %.

Hibmix 3x

NaCl 2,7 M

Tri-HCl 60 mM (pH 7,4)
EDTA (filtru sterilizat si trecut prin autoclava) 15 mM

Se dilueazi pand la 1x, dupi caz.

Solutie de hibridizare

Hibmix 1x

Dodecilsulfat de sodiu (SDS) 0,01 %
Sondid EUB 338 5 ng/pl
Sondi CMSCY301 5 ngfyl

Se prepard cantitdti de solutie de hibridizare, respectand calculele din tabel. Pentru fiecare lami (care contine 2
probe diferite in duplicat), sunt necesari 90 pl de solutie de hibridizare.

Tabel: Cantitdti sugerate pentru prepararea amestecului de hibridizare

2 8
Apa ultrapuri sterild 50,1 200,4
Hibmix 3x 30,0 120,0
1 % Dodecilsulfat de sodiu 0,9 3,6
Sonda EUB 338 (100 ng/pl) 4,5 18,0
Sonda CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Volum total (ul) 90,0 360,0

Nota bene:  Toate solutiile care contin oligosonde sensibile la lumini se depoziteaz la intuneric si la o temperaturd de —20 °C.
In timpul utilizarii se protejeazd de lumina directd a soarelui sau de lumina electricd directd.
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5. Tampon fosfatat 0,1 M, pH 7,0

Na,HPO, 852g
KH,PO, 5,44 g
Apa distilatd 1,001

Se dizolvd ingredientele, se verificd pH-ul si se sterilizeazd cu autoclavd timp de 15 minute la 121 °C.

Apendicele 8

Culturi de pitligele vinete

Se seamdnd seminte de patligele vinete (Solanum melongena) intr-un pimant de semdnat pasteurizat. Atunci cand
cotiledoanele sunt complet dezvoltate (10-14 zile), plantulele se repica intr-un pimant de replantat pasteurizat.

Pitlagelele vinete trebuie cultivate in serd in urmatoarele conditii:

Durata zilei 14 ore sau durata naturali a zilei, in cazul in care este mai mare
Temperatura: ziua 21-24°C

noaptea 15°C.

Varietdti sensibile de patlagele vinete: ,Black Beauty”;
,Long Tom”;
,Rima”;
Balsas”.

Furnizor: a se vedea site-ul web la adresa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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Apendicele 9

Procedura pentru reactia Gram (modificarea lui Hucker) (Doetsch, 1981) (1)

Solutie de violet cristalizat
Se dizolvi 2 g de violet cristalizat in 20 ml de etanol la 95 %.
Se dizolvi 0,8 g de oxalat de amoniu in 80 ml de api distilatd.

Se amestecd cele doud solutii.

Solutia iodo-ioduratd a lui Lugol

Iod 1g
lodura de potasiu 2g
Apa distilatd 300 ml

Substantele solide se zdrobesc impreund cu ajutorul unui pistil si al unui mojar. Se adaugd apa si se amestecd intr-un
recipient inchis pentru a se dizolva.

Solutie colorantd de safranind

Solutie mama:

Safranind O 25¢

Etanol la 95 % 100 ml

Se amestecd si se depoziteazd.

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

Procedura de colorare

1. Se prepard frotiurile, se usucd la aer si se fixeazd la caldura.

2. Se scufundi lama in solutia de cristal violet timp de un minut.

3. Se spald rapid cu apd curentd.

4. Se scufundi in solutia iodo-iodurati a lui Lugol timp de un minut.
5. Se spald cu apd de robinet si se usuca cu hartia sugativa.

6. Se decoloreaza addugand picdturd cu picaturd etanol la 95 %, pand cand nu isi mai modificd culoarea sau
scufundand in etanol timp de 30 de secunde i agitand usor.

7. Se spald cu apd de robinet si se usucd cu hartia sugativa.
8. Se scufundi in solutia de safranind timp de 10 secunde.
9. Se spald cu apd de robinet si se usucd cu hartia sugativa.

Bacteriile Gram pozitive au o culoare violet-albastrd; bacteriile Gram negative au o culoare roz-rosie.

(") Se pot utiliza, de asemenea, ansambluri si solutii de colorare disponibile in comert.
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ANEXA II

1. In toate cazurile de aparitie suspectati pentru care s-a constatat, cu ocazia testului sau testelor de depistare

efectuate in conformitate cu metodele descrise de anexa I, o reactie pozitivi care trebuie infirmati sau confirmata
prin aplicarea procedurilor mentionate, trebuie sd se pdstreze si sd se conserve in conditii adecvate:

— toti tuberculii care fac parte din esantion si, in masura posibilului, toate plantele care fac parte din esantion;

— orice extract rezidual si material suplimentar preparat pentru testul sau testele de depistare, precum lamele
preparate pentru testele de imunofluorescentd

si
3
— orice documentatie relevant,
pand la incheierea respectivelor proceduri.
Dupi caz, conservarea tuberculilor va permite testarea varietatilor.
In cazul confirmdrii prezentei organismului, trebuie si se pastreze si sd se conserve in conditii adecvate:
— materialul mentionat la punctul 1
si
3
— o probd de patligea vanatd infectatd prin inoculare cu extract de tubercul sau de plantd
si
3

— cultura izolatd a organismului

timp de cel putin o lund dupd procedura de notificare previzutd la articolul 5 alineatul (2).
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ANEXA III

Pentru a determina extinderea contamindrii probabile mentionate la articolul 5 alineatul (1) litera (b), trebuie si
se ia in considerare urmitoarele elemente:

tuberculii sau plantele cultivate intr-un loc de productie declarat contaminat in temeiul articolului 5
alineatul (1) litera (a);

locul (locurile) de productie care au, in sistemul de productie, o legatura cu tuberculii sau plantele care au fost
declarate contaminate in temeiul articolului 5 alineatul (1) litera (a), inclusiv cele care folosesc acelasi
echipament si aceleasi instalatii de productie in mod direct sau prin intermediul unui antreprenor comun;

tuberculii sau plantele produse in locul sau locurile de productie mentionat(e) la liniuta anterioara sau prezente
in locul (locurile) respectiv(e) in perioada in care tuberculii sau plantele declarate contaminate in temeiul
articolului 5 alineatul (1) litera (a) erau prezente in locurile de productie mentionate la prima liniuta;

instalatiile unde sunt manipulati cartofii care provin din locurile de productie mentionate anterior;

orice material, vehicul, recipient, antrepozit sau parte a acestora, precum si orice alt obiect, inclusiv ambalajul,
care este posibil sd fi fost in contact cu tuberculii sau plantele declarate contaminate in conformitate cu
articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (ii);

orice tubercul sau plantd depozitatd in sau in contact cu unul dintre elementele sau obiectele mentionate la
liniuta precedentd, inainte de curdtarea si dezinfectarea acestora;

in urma testelor mentionate la articolul 6, tuberculii sau plantele care au o legitura clonali sau parentald cu
tuberculii sau plantele declarate contaminate in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (ii)
si pentru care, desi rezultatele testelor referitoare la prezenta organismului au fost negative, se pare ci este
probabild contaminarea prin intermediul unei legituri clonale. Se poate efectua un test asupra varietitilor
pentru a identifica identitatea tuberculilor sau a plantelor contaminate care au o astfel de legatura clonald

— locul (locurile) de productie a tuberculilor sau a plantelor mentionate la liniuta anterioara.

Pentru a determina posibila rispandire mentionatd la articolul 5 alineatul (1) litera (c), trebuie si se ia in considerare
urmitoarele elemente:

— apropierea de alte locuri de productie unde se cultiva cartofi sau alte plante gazda;
— productia si utilizarea comund a stocurilor de cartofi de simantd.
Notificarea mentionati la articolul 5 alineatul (2) primul paragraf cuprinde:

— de indatd dupi confirmarea prezentei organismului prin teste de laborator efectuate in conformitate cu

metodele previzute de anexa [, minimum:
— denumirea varietdtii lotului de cartofi;

— tipul (conservare, seminte etc.) si, dupd caz, categoria de seminte de cartofi;

— atunci cand existd riscul de contaminare a cartofilor proveniti dintr-unul sau mai multe state membre sau care

au ca destinatie unul sau mai multe state membre, statul membru in care a fost confirmat focarul comunicd
de indatd statului membru sau statelor membre in cauzd informatiile care le permit sd actioneze in
conformitate cu articolul 5 alineatul (3), respectiv:

— denumirea varietdtii lotului de cartofi;
— numele i adresa expeditorului si destinatarului;

— data livrarii lotului de cartofi;
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— volumul lotului de cartofi livrat;

— dupd caz, o copie a pasaportului fitosanitar sau cel putin numdrul pasaportului fitosanitar, precum si, dupd
caz, numdrul de inregistrare al producitorului sau al comerciantului si o copie a bonului de livrare.

Comisiei i se notificd de indatd comunicarea acestor informatii.
— Dupd incheierea tuturor investigatiilor, pentru fiecare caz:
— data la care s-a confirmat contaminarea;

— o scurtd descriere a investigatiilor desfasurate in scopul de a identifica sursa si posibila rdspandire a
contamindrii, precizand nivelul de esantionare aplicat;

— informatii privind sursa sau sursele identificate sau presupuse ale contaminarii;

— precizdri ale intinderii contamindrii declarate, inclusiv numarul de locuri de productie si numarul de loturi,
cu indicarea varietdtii si, in cazul in care este vorba despre cartofi de simantd, a categoriei;

— precizdri asupra delimitdrii zonei, inclusiv numdirul de locuri de productie nedeclarate ca fiind
contaminate, dar incluse in zoni;

— toate celelalte informatii pe care Comisia le-ar putea solicita, referitoare la focarul sau focarele declarate.
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ANEXA IV

Misurile sub control oficial, mentionate la articolul 7 alineatul (1), sunt urmatoarele:

utilizarea ca aliment destinat animalelor dupd un tratament termic de naturd sd elimine orice risc de
supravietuire a agentului patogen

sau

descircarea intr-un centru de eliminare a deseurilor autorizat in mod oficial, care nu prezinta nici un risc
identificabil de propagare a agentului patogen in mediu, de exemplu, prin infiltrare in terenuri agricole

sau

incinerarea

sau

transformarea industriald prin livrare directd si imediatd la o intreprindere de transformare care dispune de
instalatii de eliminare a deseurilor autorizate oficial, despre care s-a stabilit cd nu prezintd nici un risc
identificabil de propagare a organismului, precum si de un sistem care sd permitd curdtarea si dezinfectarea
cel putin a vehiculelor care pardsesc intreprinderea

sau

alte masuri, in mdsura in care s-a stabilit ¢ acestea nu prezintd nici un risc identificabil de propagare a
organismului, mdsurile mentionate si justificarea acestora trebuind, de altfel, notificate Comisiei si celorlalte
state membre.

Toate deseurile care riman la incheierea operatiilor mentionate anterior sau care rezultd din operatiile respective
sunt eliminate, urmand metodele aprobate oficial, in conformitate cu anexa V la prezenta directiva.

Utilizarea sau eliminarea adecvata a tuberculilor sau a plantelor declarate ca fiind probabil contaminate in temeiul

articolului 5 alineatul (1) litera (b) si mentionate la articolul 7 alineatul (2), sub controlul organismelor oficiale
competente ale statelor membre in cauz si prin intermediul unei comuniciri adecvate intre organismele oficiale
competente pentru a garanta permanent control respectiv, precum si acordul organismelor oficiale competente
ale statului membru in care cartofii trebuie ambalati sau transformati, cu privire la instalatiile de eliminare a
deseurilor mentionate la prima si a doua liniutd, implica:

utilizarea acestora ca si cartofi de conservare pentru consum, in ambalaje prevazute pentru livrare si utilizare
directe care nu necesitd reambalare, intr-un loc care dispune de instalatii adecvate de eliminare a deseurilor.
Cartofii pentru plantare nu pot fi manipulati in acelasi loc decat separat sau dupa curdtare si dezinfectare

sau

utilizarea acestora ca si cartofi de conservare destinati transformdrii industriale dupd livrare directd si
imediatd la o intreprindere de transformare care dispune de instalatii adecvate de eliminare a deseurilor,
precum si de un sistem care permite curdtarea si dezinfectarea cel putin a vehiculelor care pardsesc
intreprinderea

sau

un alt mod de utilizare sau eliminare, in masura in care s-a stabilit cd nu existd nici un risc identificabil de
propagare a organismului si sub rezerva acordului respectivelor organisme oficiale competente.

Metodele adecvate de curitare si de dezinfectare a obiectelor mentionate la articolul 7 alineatul (3) sunt cele

despre care s-a stabilit cd nu prezentau nici un risc identificabil de propagare a organismului; acestea sunt aplicate
sub supravegherea organismelor oficiale responsabile ale statelor membre.
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4. Masurile care trebuie puse in aplicare de citre statele membre in zona delimitatd, stabilitd in temeiul articolului 5
alineatul (1) litera (c) si mentionate la articolul 7 alineatul (4) cuprind urmdtoarele masuri:

4.1. la locurile de productie declarate contaminate in temeiul articolului 5 alineatul (1) litera (a):

(a) intr-un teren declarat contaminat in temeiul articolului 5 alineatul (1) litera (a):

(i) — cel putin pe durata celor trei ani de recoltd de dupd anul de recoltd al contaminarii declarate:

— se iau mdsuri in vederea elimindrii culturilor spontane de cartofi si de alte plante gazde ale
organismului

— nu se planteaza si nu se seamand nici un tubercul, plantd sau sdimantd de cartof, nici o altd plantd
gazdd a organismului si nici o culturd pentru care existd un risc identificat de propagare a
organismului;

— in timpul primului an de recoltd a cartofilor, ulterior perioadei indicate la liniuta anterioard si cu

conditia ca terenul si fi fost declarat lipsit de culturi spontane de cartofi si de alte plante gazde ale
organismului timp de cel putin doi ani de recoltd consecutivi inainte de plantare, nu se va autoriza
decat productia de cartofi de conservare, iar tuberculii recoltati vor fi testati in conformitate cu
procedura detaliatd de anexa [;

— in timpul sezonului de recoltd a cartofilor, ulterior celui mentionat la liniuta anterioard si dupa un

ciclu adecvat de rotatie, care este de doi ani in cazul culturilor de plante de cartofi, se autorizeaza
plantarea cartofilor pentru productia de seminte sau de cartofi de conservare si se efectueazi cercetari
oficiale, in conformitate cu articolul 2 alineatul (1) sau

(i) — 1in timpul celor patru ani de recoltd care urmeaza dupd cel al contamindrii declarate:

— se adoptd masuri in vederea elimindrii culturilor spontane de cartofi si de alte plante gazde ale
organismului

— terenul este fie ldsat in paragind, fie este transformat in pasune permanentd, caz in care este
frecvent cosit la bazd sau este transformat in pasune intensiva;

— in timpul primului an de recoltd a cartofilor, ulterior perioadei indicate la liniuta anterioard si cu

conditia ca terenul si fi fost declarat lipsit de culturi spontane de cartofi si de alte plante gazde ale
organismului timp de cel putin doi ani de recoltd consecutivi inainte de plantare, se va autoriza
productia de seminte sau de cartofi de conservare, iar tuberculii recoltati vor fi testati in conformitate
cu procedura detaliatd de anexa [;

(b) pe toate celelalte terenuri din locul de productie contaminat si cu conditia ca organismele oficiale competente

sd dobandeasca certitudinea ci riscul reprezentat de culturile spontane de cartofi si de alte plante gazde ale

organismului prezente in mod natural a fost eliminat:

— 1in cursul anului de recoltd ulterior celui al contamindrii declarate, fie nu se planteaza si nu se seamana
nici un tubercul, plantd sau saimantd veritabild de cartof si nici o altd plantd gazdd a organismului prezente

in mod natural;

— fie se pot planta plante de cartofi certificate in mod oficial, exclusiv in vederea productiei de cartofi

de conservare;

— 1in cursul celui de-al doilea an de recoltd ulterior anului de recoltd al contamindrii declarate sunt plantate
doar seminte certificate sau plante de cartofi care au fost supuse unei depistari oficiale a vestejirii
bacteriene si cultivate sub control oficial in alte locuri de productie decit cele mentionate la punctul 4.1,

in vederea productiei de seminte sau de cartofi de conservare;

— cel putin in timpul celui de-al treilea an de recoltd ulterior anului de recoltd al contamindrii declarate, se
planteazd doar plante de cartofi certificate sau plante de cartofi cultivate sub control oficial, pe baza
plantelor de cartofi certificate, in vederea productiei de cartofi de sdimantd sau de conservare;
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(d)

— 1in timpul fiecdruia dintre anii de recoltd mentionati la punctele precedente, se iau masuri pentru
eliminarea culturilor spontane de cartofi, precum si, dupd caz, de plante gazde ale organismului si in
fiecare teren cu cartofi se efectueazi teste oficiale asupra cartofilor recoltati, in conformitate cu procedura
detaliatd de anexa [;

de indatd dupd ce s-a declarat contaminarea in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) si dupa primul
an de recoltd urmdtor, tot materialul si toate instalatiile de depozitare prezente la locul de productie si
implicate in productia de cartofi sunt curdtate si dezinfectate, dupd caz, folosind metode adecvate, in
conformitate cu punctul 3;

intr-o unitate de productie in culturd protejatd care permite inlocuirea completd a mediului de culturd,

— nu se planteazd si nu se seamand nici un tubercul, plantd sau simantd, decat in cazul in care unitatea de
productie a fost supusd unor masuri sub control oficial avand ca scop eliminarea organismului si a tuturor
plantelor gazdd, inclusiv, cel putin, inlocuirea completd a mediului de culturd, precum si curdtarea si
dezinfectarea unititii de productie si a tuturor echipamentelor si in cazul in care organismele oficiale
responsabile au autorizat ulterior unitatea pentru productia de cartofi

— productia de cartofi este rezultatd din plante de cartofi certificate, din minituberculi sau din microplante
provenite din surse testate;

4.2. in interiorul zonei delimitate, fird a aduce atingere masurilor enumerate la punctul 4.1, statele membre:

(a

Cx

solicitd, de indatd dupd declararea contamindrii, ca toate masinile si instalatiile de depozitare situate in locul
de productie s fie curatate si, in cazul in care este necesar, dezinfectate, in conformitate cu metodele adecvate
mentionate la punctul 3;

de indatd dupd declararea contamindrii §i timp de cel putin trei perioade de vegetatie:

— solicitd organismelor oficiale responsabile si supravegheze instalatiile de culturd, depozitarea si
intretinerea tuberculilor de cartofi, precum si sediile intreprinderilor care exploateaza prin contract
materialul utilizat in cultura cartofului;

— solicitd ca in zona respectivi sd fie plantate doar seminte certificate sau seminte cultivate sub control
oficial, pentru toate culturile de cartofi, iar cartofii de simanta recoltati din locurile de productie declarate
ca fiind probabil contaminate in temeiul articolului 5 alineatul (1) litera (b) si fie testati;

— solicitd, in cazul tuturor instalatiilor din zond, ca stocurile de plante de cartofi recoltati si stocurile de
plante de cartofi de conservare si fie depozitate separat sau sd se pund in aplicare un sistem de curitare
si de dezinfectare intre pastrarea plantelor de cartofi si cea a cartofilor de conservare;

— efectueazd cercetdri oficiale in conformitate cu articolul 2 alineatul (1);

stabilesc, dupd caz, un program de inlocuire a tuturor stocurilor de plante de cartofi in decursul unei perioade
corespunzatoare.
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ANEXA'V

Pentru a preveni orice risc identificabil de propagare a organismului, instalatiile de eliminare a deseurilor, aprobate
in mod oficial si mentionate de anexa IV punctul 1, respectd dispozitiile urmitoare:

(i) Deseurile de cartofi (inclusiv cartofii respinsi si cojile) si orice alt deseu solid care are legaturd cu cartofii (inclusiv
pamantul, pietrele si alte resturi) sunt eliminate:

— intr-un centru de eliminare a deseurilor aprobat oficial, care nu prezinta nici un risc identificabil de propagare
a organismului patogen in mediul inconjuritor, de exemplu, prin infiltrare in terenuri agricole, deseurile fiind
transportate direct la locul respectiv in conditii de izolare care si prevind orice risc de pierdere

sau
— prin incinerare
sau

— prin alte msuri, in mdsura in care s-a stabilit ¢ masurile respective nu prezintd nici un risc identificabil de
propagare a organismului. Masurile in cauzd trebuie notificate Comisiei si statelor membre.

(ii) Efluenti lichizi: inainte de eliminare, efluentii lichizi care contin solide in suspensie sunt supusi unui procedeu de
filtrare sau de decantare pentru a extrage solidele respective. Solidele sunt eliminate in conformitate cu dispozitiile
punctului (i).

Apoi, efluentii lichizi sunt:
— fie incalziti complet la o temperaturd de 60 °C timp de cel putin 30 de minute inainte de a fi eliminati;

— fie eliminati intr-un alt mod, sub rezerva acordului oficial si sub control oficial, astfel incat si nu existe nici
un risc identificabil ca deseurile si intre in contact cu terenuri agricole. Modalititile sunt notificate celorlalte
state membre, precum si Comisiei.

Diferitele proceduri descrise de prezenta anexd se aplicd in egald masurd si deseurilor legate de manipularea, eliminarea
si tratarea loturilor contaminate.



