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RADETS DIREKTIV 98/57/EG
av den 20 juli 1998

om bekimpning av Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi m.fl.

EUROPEISKA UNIONENS RAD HAR ANTAGIT DETTA DIREKTIV

med beaktande av Fordraget om uppréttandet av Europeiska gemen-
skapen, sérskilt artikel 43 i detta,

med beaktande av kommissionens forslag ("),

med beaktande av Europaparlamentets yttrande (%),

med beaktande av Ekonomiska och sociala kommitténs yttrande (°), och
av foljande skal:

Skadegdraren Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi m.fl. var tidi-
gare kind som Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith. Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi m.fl. kommer formodligen att bli det
allmént godtagna namnet pa skadegoraren. I detta direktiv bor hinsyn
tas till denna vetenskapliga utveckling.

Produktionen av potatis och tomater intar en viktig plats inom gemens-
kapens jordbruk. Potatis- och tomatskorden hotas stindigt av skadego-
rare.

Om odlingen av potatis och tomater skyddas mot sadana skadegorare
skulle produktionskapaciteten uppritthallas och dessutom skulle jord-
bruksproduktionen dka.

Skyddsatgirder mot inforsel av skadegorare till en medlemsstats territo-
rium skulle endast ha begrinsad effekt om inte séddana skadegorare
samtidigt och metodiskt bekdmpades inom hela gemenskapen och hind-
rades frén att sprida sig.

En av skadegdrarna pa potatis och tomat dr Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi m.fl., den sjukdomsalstrande organism som orsakar
mork ringrdta hos potatis och bakteriologisk vissnesjuka hos potatis och
tomat. Sjukdomar som orsakats av denna sjukdomsalstrande organism
har brutit ut i nagra delar av gemenskapen, och det existerar fortfarande
nagra begriansade smittkéllor.

Det foreligger en avsevird risk for odlingen av potatis och tomater i hela
gemenskapen om effektiva dtgérder inte vidtas med avseende pa dessa
grodor for att lokalisera denna skadegoérare och avgora dess utbredning,
for att forhindra dess forekomst och spridning samt, om den patriffas,
for att forhindra dess spridning och bekdmpa den i syfte att utrota den.

For att sdkerstilla detta maste vissa atgirder vidtas inom gemenskapen.
Medlemsstaterna méste dessutom kunna vidta ytterligare eller stringare
atgérder, dar detta dr nodvéndigt forutsatt att dessa inte hindrar handeln
med potatis eller tomater inom gemenskapen &n de som anges i radets
direktiv 77/93/EEG av den 21 december 1976 om skyddséatgirder mot
att skadegdrare pé vixter eller vaxtprodukter fors in till medlemssta-
terna (*). Sédana atgirder maste anmilas till de andra medlemsstaterna
och till kommissionen.

Atgiirderna maste beakta att systematiska officiella undersékningar &r
nodvindiga for att lokalisera den sjukdomsalstrande organismen. Sadana
undersokningar bor omfatta besiktningar och dir sé r lampligt stick-
provskontroller och test, eftersom sjukdomen under vissa miljomassiga
omsténdigheter kan forbli latent och obemirkt bade i potatisens foro-
kningsmaterial och i lagrade potatiskndlar. Spridningen av den sjuk-
domsalstrande organismen inom forokningsmaterialet dr inte den vikti-
gaste faktorn, men eftersom den sjukdomsalstrande organismen kan
spridas med ytvatten och genom vissa besldktade vilda vixter av

(") EGT C 124, 21.4.1997, s. 12-24 och EGT C 108, 7.4.1998, s. 85.

(® EGT C 14, 19.1.1998, s. 34.

() EGT C 206, 7.7.1997, s. 57.

(*) EGT L 26, 31.1.1977, s. 20. Direktivet senast dndrat genom kommissionens
direktiv 98/02/EG (EGT L 15, 21.1.1998, s. 34).
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familjen Solanaceae, utgdr bevattning av potatis- och tomatgrodor med
angripet vatten en smittorisk for sddana grodor. Den sjukdomsalstrande
organismen kan ocksa dvervintra i sjélvsddda (6vervintrade) potatis- och
tomatplantor, och dessa kan utgora en smittkélla d& de for dver smittan
frdn en odlingssdsong till ndsta. Den sjukdomsalstrande organismen
sprids ocksd genom att potatisplantor angrips vid kontakt med smittad
potatis och vid kontakt med utrustning for sittning, upptagning och
hantering eller med transport- och lagringsbehallare som har angripits av
skadegoraren vid tidigare kontakt med smittad potatis.

Spridningen av den sjukdomsalstrande organismen kan minskas eller
forhindras genom desinfektion av sddana foremal. Varje angrepp pa
utsédespotatis innebér en stor risk for att den sjukdomsalstrande orga-
nismen sprids. Utsédespotatisens latenta smitta utgér pa liknande sétt en
stor risk for att den sjukdomsalstrande organismen sprids, och detta kan
forhindras genom anvéndning av utsddespotatis som har producerats i
ett officiellt godként program, dir utsddespotatis har testats och konsta-
terats vara fri frn smitta.

Den nuvarande kunskapen om de biologiska och epidemiologiska egen-
skaperna hos Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi m.fl. under
europeiska forhallanden &r ofullstdndig, och det forutses att en oversyn
av de foreslagna atgidrderna kommer att bli nédvindig om ett antal
sdsonger. Forbéttringar av testprocedurerna forvdntas ocksd mot
bakgrund av ytterligare forskning, sdrskilt kring testmetodernas sensibi-
litet och noggrannhet, for att optimala testmetoder skall kunna véljas ut
och standardiseras.

For att ndrmare kunna besluta om dessa allménna atgérder, liksom om
de strangare eller ytterligare tgérder som medlemsstaterna vidtar for att
forhindra att den sjukdomsalstrande organismen fors in till deras territo-
rium, dr det onskvért att medlemsstaterna samarbetar ndra med kommis-
sionen inom Stindiga kommittén for véxtskydd (nedan kallad
kommittén).

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Detta direktiv ror de atgérder som i medlemsstaterna skall vidtas mot
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi m.fl., tidigare kénd som Pseu-
domonas solanacearum (Smith) Smith (nedan kallad skadegoraren) for
att, savitt avser skadegdrarens virdvixter, vilka fortecknas i del 1 i
bilaga I, (nedan kallade det fortecknade vixtmaterialet),

a) lokalisera skadegdraren och kartligga dess utbredning,
b) forhindra dess forekomst och spridning, och

c) om det konstateras forekomst av den, forhindra dess spridning och
bekdmpa den i syfte att utrota den.

Artikel 2

1.  Medlemsstaterna skall varje ar genomfora systematiska officiella
undersokningar for att kontrollera forekomst av skadegdraren pa det
fortecknade véxtmaterialet med ursprung i deras territorium. For att
identifiera andra mojliga smittkdllor som hotar produktionen av det
fortecknade vixtmaterialet skall medlemsstaterna gora en riskbedomning
och, om ingen risk for spridning av skadegoraren har konstaterats under
den bedomningen skall de, i produktionsomradena for det fortecknade
vixtmaterialet, genomfora riktade officiella undersokningar for att
kontrollera forekomst av skadegdraren pé andra vixter dn det forteck-
nade vixtmaterialet, dven pa vilda vérdvéxter av familjen Solanaceae
samt pd ytvatten som anvénds for bevattning eller duschning av det
fortecknade vixtmaterialet och péa flytande avfall som sliapps ut fran
anldggningar for industriell bearbetning eller forpackning dér det
fortecknade vixtmaterialet hanteras och som anvénds for bevattning och
duschning av det fortecknade véxtmaterialet. Omfattningen av dessa
riktade undersdkningar skall bestimmas med beaktande av den konstate-
rade risken. Medlemsstaterna kan ocksé utfora officiella undersékningar
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for att kontrollera forekomst av skadegéraren pd annat material, t.ex.
odlingssubstrat, jord och fast avfall fran anldggningar for industriell
bearbetning eller forpackning.

2. De officiella undersokningar som anges i punkt 1 skall genomforas

a) pa det fortecknade vixtmaterialet i enlighet med de uppgifter som
anges i punkt 1 i avsnitt II i bilaga I,

b) pa vérdvixter som inte aterfinns i det fortecknade vixtmaterialet och
pa vatten, inklusive flytande avfall, i enlighet med ldmpliga metoder,
och stickprov skall, nir sa ar lampligt, tas och genomga officiella
eller officiellt 6vervakade laboratorietest, och

¢) nér sa dr lampligt pa annat material i enlighet med ldmpliga metoder.

Ytterligare uppgifter om besiktningarna och om stickprovernas antal,
ursprung och inledning samt om tidpunkten for deras insamling skall for
dessa undersokningar beslutas av de ansvariga officiella organen enligt
direktiv 77/93/EEG, pa grundval av sunda vetenskapliga och statistiska
principer och skadegdrarens biologiska egenskaper samt med beaktande
av de berdrda medlemsstaternas sirskilda produktionssystem for det
fortecknade véxtmaterialet och, i forekommande fall, for skadegdrarens
andra vérdvixter.

3.  Resultaten av och detaljerna i friga om de officiella undersok-
ningar som faststdlls i punkt 1 skall varje & anmélas till de andra
medlemsstaterna och till kommissionen i enlighet med bestimmelserna i
punkt 2 i avsnitt II i bilaga I. Dessa anmélningar skall goras senast den
1 juni, med undantag av anmélningar om utsddespotatis som skall ges in
fore den 1 september. Detaljerna och resultaten ifrdga om grodor skall
avse foregdende ars produktion. Innehdllet i dessa anmélningar kan
overlamnas till kommittén.

4. Foljande bestimmelse skall antas i enlighet med forfarandet i
artikel 16a i direktiv 77/93/EEG:

— De ldmpliga metoderna for de undersdkningar och laboratorietest
som avses 1 punkt 2 forsta stycket under b.

5. Foljande bestimmelser far antas i enlighet med forfarandet i artikel
16a i direktiv 77/93/EEG:

— De lampliga metoderna for de undersdkningar som avses i punkt 2
forsta stycket under c.

— Narmare uppgifter om de undersdknignar som avses i punkt 2 andra
stycket, for att sdkerstdlla jamforbara nivaer pa medlemsstaternas
garantier.

Artikel 3

Medlemsstaterna skall sakerstilla att misstankt forekomst eller bekréftad
nérvaro av skadegoraren pa deras territorium rapporteras till deras egna
ansvariga officiella organ.

Artikel 4

1. Vid varje fall av misstinkt forekomst av skadegdraren skall de
ansvariga officiella organen i den berorda medlemsstaten eller de
berdrda medlemsstaterna sakerstdlla att officiella eller officiellt dverva-
kade laboratorietest genomfors péa det fortecknade vaxtmaterialet enligt
den lampliga metod som anges i bilaga II och enligt de villkor som
anges 1 punkt 1 i bilaga III, eller, i andra fall, ndgon annan officiellt
godkdnt metod, for att bekréfta eller vederligga den misstinkta fore-
komsten. Om misstanken bekriftas skall de krav som faststélls i punkt 2
1 bilaga III gilla.

2. I avvaktan pa bekriftelse eller vederliggande av misstinkt fore-
komst enligt punkt 1, i varje enskilt fall av misstinkt forekomst dér
antingen

i) de sjukdomssymptom som orsakas av skadegdraren har diagnostise-
rats och ett eller flera snabbscreeningtest har genomforts med positivt
resultat pa sétt som anges i avsnitt I punkt 1 och avsnitt I i bilaga II,
eller
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ii) ett eller flera screeningtest har genomforts med positivt resultat pa
sitt som anges i avsnitt I punkt 2 och avsnitt III i bilaga II,

skall de ansvariga officiella organen i medlemsstaterna med hénsyn till
sin egen produktion

a) forbjuda flyttning av plantor och knoélar fran alla grodor, partier eller
sdndningar frdn vilka stickproven har tagits, forutom da det sker
under deras overvakning och forutsatt att det har konstaterats att det
inte finns ndgon identifierbar risk for att skadegoéraren skall spridas,

b) vidta atgirder for att spara den missténkta forekomstens ursprung,

¢) infora ldmpliga ytterligare forsiktighetsatgérder pa grundval av hur
stor risken bedoms vara, sdrskilt i forhallande till produktionen av
det fortecknade vixtmaterialet och flyttning av andra partier av utsé-
despotatis dn sddana som avses under a, som har producerats pa den
odlingsplats dér de stickprov, som avses under a, har tagits, for att
hindra att skadegoraren pa nagot sétt sprids.

3. I fall av misstidnkt forekomst av skadegoraren skall, om det finns
risk for angrepp pa det fortecknade vixtmaterialet eller ytvattnet fran
eller till en annan medlemsstat, den medlemsstat ddr misstanken har
rapporterats omedelbart till den eller de andra berorda medlemsstaterna,
beroende pa den konstaterade risken, anmédla den ndmnda missténkta
forekomsten, och de ndmnda medlemsstaterna skall di samarbeta pa
lampligt sétt. Den eller de medlemsstater som fatt anmélan skall vidta
forsiktighetsatgirder enligt punkt 2 ¢ och i forekommande fall vidta
ytterligare atgérder enligt punkterna 1 och 2.

4.  Foljande bestimmelse far antas i enlighet med forfarandet i artikel
16a i direktiv 77/93/EEG:

— De atgirder som anges i punkt 2 c.

Artikel 5

1.  Om ett officiellt eller officiellt dvervakat laboratorietest som, med
avseende pad det fortecknade vixtmaterialet, anvinder den ldmpliga
metod som anges i bilaga II, eller i andra fall, ndgon annan officiellt
godkind metod, bekréfter skadegorarens forekomst i ett stickprov som
tagits pad grund av detta direktiv, skall de ansvariga officiella organen i
en medlemsstat, med beaktande av sunda vetenskapliga principer, skade-
gorarens biologiska egenskaper och de sérskilda systemen for produk-
tion, marknadsforing och bearbetning av skadegdrarens vérdvéxt i den
medlemsstaten,

a) i friga om det fortecknade véxtmaterialet vidta foljande &tgérder:

i) GenomfGra en utredning for att, i enlighet med bestimmelserna i
bilaga IV, faststilla angreppets omfattning och dess primérkélla
eller -kéllor, med ytterligare test i enlighet med artikel 4.1 pa
atminstone alla lager av utsddespotatis ur kloner som ar nérbe-
slidktade.

i1) Forklara foljande angripet: Det fortecknade viaxtmaterialet, sdnd-
ningen och/eller partiet som stickprovet togs fran, maskinerna,
fordonet, fartyget, lagret, eller delar av dessa, och alla andra
foremal, inklusive forpackningsmaterialet som har varit i kontakt
med det fortecknade véxtmaterial fran vilket stickprovet togs. |
forekommande fall dven forklara foljande som angripet: Det eller
de filt, den eller de enheter for skyddad véxtproduktion och den
eller de produktionsplatser dér det fortecknade vixtmaterialet har
skordats och fran vilka stickprovet tagits. I friga om de stickprov
som tagits under vixtsdsongen forklara foljande for angripet: Det
eller de filt, den eller de produktionsplatser, och i forekommande
fall den eller de enheter for skyddad vaxtproduktion som stick-
provet togs ifran.

iii) I enlighet med bestimmelserna i punkt 1 i bilaga V faststélla
omfattningen av troliga angrepp genom kontakt fore eller efter
skord, genom produktionsméssig anknytning, bevattning eller
duschning eller genom klonsléktskap med det angivna angreppet.
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iv) Avgrinsa ett omrade pa grundval av forklaringen om angreppet
enligt punkt ii, faststilla omfattningen av det troliga angreppet
enligt punkt iii och skadegoérarens mojliga spridning, i enlighet
med bestimmelserna i punkt 2 i i bilaga V.

b) I friga om grodor fran virdvixter som inte ndmns under a, d4 det
har konstaterats att det finns en risk vid produktionen av det forteck-
nade vixtmaterialet vidta foljande atgérder:

i) Genomfora en utredning i enlighet med punkt a i.

ii) Forklara de av skadegorarens virdvéxter som provet har tagits
fran for angripna.

iii) Faststdlla det troliga angreppet och avgrinsa ett omrade i
enlighet med punkterna a iii respektive a iv i forhallande till
produktionen av det fortecknade viaxtmaterialet.

c) I friga om ytvatten (dven flytande avfall frdn anldggningar for
industriell bearbetning eller forpackning dér det fortecknade véxtma-
terialet hanteras) och besldktade vilda vérdvéxter av familjen Solana-
ceae, da det har konstaterats att produktionen av det fortecknade
véxtmaterialet utgdr en risk genom bevattning, duschning eller dver-
sdmning med ytvattnet vidta f6ljande atgérder:

i) Genomf6ra en utredning som omfattar en officiell undersdékning
vid lampliga tidpunkter pa prov av ytvattnet och, om sadana
finns, pé vilda vérdvéxter av familjen Solanaceae for att faststéilla
angreppets omfattning.

ii) Forklara det ytvatten som provet eller proven har tagits fran for
angripet i1 den utstrickning som det &r lampligt och pa grundval
av undersdkningen enligt punkt i.

iii) Faststdlla det troliga angreppet och avgridnsa ett omrade pa
grundval av forklaringen om angreppet enligt punkt ii och skade-
gorarens mdjliga spridning med beaktande av bestimmelserna i
punkt 1 och 2 ii i bilaga V.

2. Medlemsstaterna skall, i enlighet med bestimmelserna i punkt 3 i
bilaga V, omedelbart till de andra medlemsstaterna och till kommis-
sionen anméla varje angrepp som faststélls enligt punkterna 1 a ii och 1
¢ ii och uppgifterna om avgransning av omraden enligt punkt 1 a iv och,
dér sa ar tillimpligt, enligt punkt 1 c iii. Innehallet i denna anmélan
enligt detta stycke far 6verldmnas till kommittén.

Medlemsstaterna skall samtidigt till kommissionen &verldimna en till-
laggsanmilan enligt 3 a i bilaga V. Innehéllet i denna anmaélan enligt
detta stycke skall omedelbart 6verlaimnas till kommitténs ledamoter.

3. Till f6]jd av den anmélan som avses i punkt 2 och dess bestands-
delar, skall de andra medlemsstater som anges i anmilan genomfora en
utredning i enlighet med punkt 1 a i och, dir sa &r tillampligt, punkt 1 ¢
i och om sa dr lampligt vidta ytterligare atgirder i enlighet med punk-
terna 1 och 2.

Artikel 6

1.  Medlemsstaterna skall foreskriva att det fortecknade véxtmaterial
som forklarats for angripet enligt artikel 5.1 a ii inte far planteras och att
det, under 6vervakning av och med godkidnnande av deras ansvariga
officiella organ, skall underkastas nagon av bestimmelserna i punkt 1 i
bilaga VI, sa att det kan faststéllas att det inte finns nagon identifierbar
risk for att skadegdraren sprids.

2. Medlemsstaterna skall foreskriva att det fortecknade véxtmaterial
som forklarats troligen angripet enligt artikel 5.1 a iii och 5.1 c iii inbe-
gripet det fortecknade véxtmaterial for vilket en risk har konstaterats
foreligga, och som producerats pa produktionsplatser som forklarats
troligen angripna enligt artikel 5.1 a iii inte far planteras och att det,
under dvervakning av deras ansvariga officiella organ, skall anvindas pa
lampligt sétt eller bortforskaffas enligt punkt 2 i bilaga VI, sa att det kan
faststillas att det inte finns nagon identifierbar risk for att skadegéraren
sprids.
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3. Medlemsstaterna skall foreskriva att alla maskiner, fordon, fartyg,
lager, eller delar av dessa, och alla andra féremal, inklusive forpack-
ningsmaterial, som har forklarats angripna enligt artikel 5.1 a ii eller
forklarats troligen angripna enligt artikel 5.1 a iii och 5.1 c iii, antingen
skall forstoras eller saneras med ldmpliga metoder som faststills 1 punkt
3 i bilaga VI. Efter saneringen skall inga sddana foéremal langre betraktas
som angripna.

4.  Utan att det paverkar tillimpningen av de atgérder som genomfors
enligt punkterna 1-3 skall medlemsstaterna foreskriva att ett antal
atgarder skall genomforas enligt punkterna 4.1 och 4.2 i bilaga VI inom
det omrade som avgrinsas enligt artikel 5.1 a iv och 5.1 c iii. Uppgifter
om dessa atgéirder skall varje ar anmélas till de andra medlemsstaterna
och till kommissionen. Innehallet i denna anmaélan for dverldmnas till
kommittén.

Artikel 7

1.  Medlemsstaterna skall foreskriva att utsddespotatis skall uppfylla
kraven i direktiv 77/93/EEG och att de i direkt led skall hdrstamma ur
potatismaterial som erhéllits enligt ett officiellt godkdnt program och
som har konstaterats vara fritt frin skadegoraren vid officiella eller offi-
ciellt 6vervakade tester dd den ldmpliga metod, som anges i bilaga II,
har anvints.

De ovanndmnda testerna skall utféras av en medlemsstat

a) i de fall da bekriftade fynd av skadegoéraren har gjorts i dess egen
produktion av utsddespotatis

i) genom tester av tidigare generationer inklusive det ursprungliga
klonurvalet och systematiska tester av det ursprungliga klonur-
valet av utsddespotatisen, eller

ii) genom tester av allt ursprungligt klonurval av utsddespotatis eller
tidigare generationer inklusive det ursprungliga klonurvalet i de
fall da inget sldktskap genom klon har pavisats och

b) i andra fall, antingen av varje planta i det ursprungliga klonurvalet
eller av representativa stickprov av basutsddespotatis eller tidigare
generationer.

2. Foljande bestimmelser far antas i enlighet med forfarandet i artikel
16a i direktiv 77/93/EEG:

— Tillampningsforeskrifterna i punkt 1, andra stycket, punkt a.

— De bestdmmelser om representativa stickprov som foreskrivs i punkt
1, andra stycket, punkt b.

Artikel 8

Medlemsstaterna skall forbjuda innehav och hantering av skadegdraren.

Artikel 9

Utan att det paverkar tillimpningen av bestimmelserna i direktiv 77/93/
EEG far bestimmelserna bevilja undantag fran de atgidrder som avses i
artiklarna 6 och 8 i det hér direktivet i enlighet med bestimmelserna i
direktiv 95/44/EG i experimentellt eller vetenskapligt syfte och for vixt-
foradling (V).

Artikel 10

Medlemsstaterna far med avseende pa sin egen produktion besluta om
de ytterligare eller stringare atgdrder som kan krdvas for att bekdmpa
skadegoraren eller for att hindra att den sprids, i den man dessa ar foren-
liga med bestimmelserna i direktiv 77/93/EEG.

Nérmare upplysningar rorande dessa atgérder skall meddelas de andra
medlemsstaterna och till kommissionen. Nérmare upplysningar rérande
detta meddelande fér dverldmnas till kommittén.

(") EGT L 184, 3.8.1995, s. 34. Direktivet senast dndrat genom kommissionens
direktiv 97/46/EG (EGT L 204, 31.7.1997, s. 43).
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Artikel 11

Andringar i bilagorna till detta direktiv mot bakgrund av nya vetenskap-
liga eller tekniska ron skall antas i enlighet med forfarandet i artikel 16a
i direktiv 77/93/EEG. Nir det giller de metoder som anges i bilaga II
och étgirderna i punkt 4.1 och 4.2 i bilaga VI till detta direktiv, skall
kommissionen forbereda en rapport dir metoderna och atgirderna
granskas mot bakgrund av gjorda erfarenheter som vunnits, och
rapporten skall 6verldmnas till kommittén fore den 1 januari 2002.

Artikel 12

1.  Medlemsstaterna skall sdtta i kraft de lagar och andra forfattningar
som dr nodvéindiga for att folja detta direktiv senast den 21 augusti
1999. De skall genast underrétta kommissionen om detta.

Nir en medlemsstat antar dessa bestimmelser skall de innehélla en
hanvisning till detta direktiv eller atf6ljas av en sddan hanvisning till
detta direktiv nér de offentliggérs. Nérmare foreskrifter for hur hénvis-
ningen skall goras skall varje medlemsstat sjélv utfirda.

2. Medlemsstaterna skall omedelbart till kommissionen 6verlimna
texterna till de centrala bestimmelser i nationell lagstiftning som de
antar inom det omrade som omfattas av detta direktiv. Kommissionen
skall underritta de 6vriga medlemsstaterna om detta.

Artikel 13

Detta direktiv trdder i kraft samma dag som det offentliggdrs i Furope-
iska gemenskapernas officiella tidning.

Artikel 14

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.
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BILAGA 1

AVSNITT 1

Forteckning over de virdvixter for Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi m.fl. som anges i artikel 1:

Vixter (inklusive knolar), andra én potatisfroer, av Solanum Potatis
tuberosum L.

Vixter, andra an frukter och utsidde, av Lycopersicon lycoper- Tomat
sicum (L.) Karsten ex Farw.

AVSNITT I

Undersokningar

1. De officiella undersokningar som anges i artikel 2.2 a skall grundas pa skade-
gorarens biologi och pa det sérskilda produktionssystemet i den berdrda
medlemsstaten och skall omfatta f6ljande:

i) I frdga om potatis,

— vid lampliga tidpunkter visuell besiktning av den vidxande grodan och/
eller stickprovskontroll av béde utsdde och annan potatis under véxtsé-
songen eller i lager; dessa prov skall genomga officiella eller officiellt
overvakade visuella besiktningar genom att kndlarna klyvs,

och

— 1 fraga om utsddespotatis och dér sa &r lampligt for annan potatis, offi-
ciella eller officiellt 6vervakade laboratorietest, dir den metod tillimpas
for diagnostisering, sparande och identifiering av skadegoraren dar
delar av flodesschemat anvénds och som anges i bilaga II.

i) I fraga om tomat,

— visuell besiktning vid ldmpliga tidpunkter av &tminstone den véxande
groda som &r avsedd for omplantering for yrkesméssigt bruk.

2. Anmilan av de officiella undersokningar som anges i artikel 2.3 skall inne-
hélla foljande:

i) I frdga om undersdkningar av potatis,

— uppskattning av den totala areal i hektar dir utsddespotatis och annan
potatis odlas,

— indelning i kategorierna utséides- och matpotatis, och i forekommande
fall i regioner,

— antal prov som tagits for test och tidpunkt for detta,
— antal okuldrbesiktningar pé filtet,
— antal besiktningar av knolar (och stickprovets storlek).

ii) I fraga om undersdkningar av, atminstone, vixande tomater avsedda for
omplanterng for yrkesmissigt bruk,

— uppskattning av det totala antalet plantor,
— antal okuldrbesiktningar.

iii) i1 frdga om undersokningar av vérdvéxter som inte dr potatis- och tomat-
plantor, inklusive vilda virdvéxter av familjen Solanacea,

— art,
— antal prov och nér dessa tagits,

— omrade eller vattendrag dir prov tagits,
— analysmetod.

iv) I fraga om undersdkningar av vatten och utsléapp av flytande avfall fran
anldggningar for industriell bearbetning eller forpackning,

— antal prov och nér dessa tagits,
— omrade, vattendrag eller anldggningar dar prov tagits,

— analysmetod.
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BILAGA 11

TESTPROGRAM FOR ATT DIAGNOSTISERA, UPPTACKA
OCH IDENTIFIERA  RALSTONIA  SOLANACEARUM  (SMITH)
YABUUCHI M. FL.

Testprogrammets omfatting

I det framtagna programmet beskrivs de olika forfarandena for att:

i) diagnostisera mork ringrota i potatiskndlar och bakteriologisk vissnesjuka pa
potatis- och tomatplantor och vissa andra vérdvéxter,

ii) uppticka Ralstonia solanacearum i prover av potatisknolar, potatis- och
tomatplantor och andra vardvixter, vatten och jord,

iii) identifiera Ralstonia solanacearum (R. solanacearum).
INNEHALL

Allménna principer
Avsnitt I:  Tillimpning av testprogrammet

1. Program for diagnos pa brun ringréta och bakteriologisk vissnesjuka (R. solana-
cearum) i potatiskndlar och i potatisplantor, tomatplantor eller andra vardvéxter
med symtom pé brun ringréta eller bakteriologisk vissnesjuka.

2. Program for att uppticka och identifiera R. solanacearum i prover av asymtoma-
tiska potatisknolar

3. Program for att uppticka och identifiera R. solanacearum i prover av asymtoma-
tiska potatisplantor, tomatplantor eller andra vérdvéxter.

Avsnitt II:  Detaljerade metoder for att uppticka Ralstonia solanacearum i potatisknolar och i pota-
tisplantor, tomatplantor eller andra véirdvéxter med symtom pa brun ringréta eller bakterio-
logisk vissnesjuka

1. Symtom

2 Snabbscreeningtest

3. Isoleringsforfarande

4 Identifieringstest for R. solanacearum

Avsnitt III: 1. Detaljerade metoder for att upptacka och identifiera R. solanacearum i prover av
asymtomatiska potatisknolar

1.1 Preparering av prover
1.2 Testning

2. Detaljerade metoder for att uppticka och identifiera R. solanacearum i prover av
asymtomatiska potatisplantor, tomatplantor eller andra vardvéaxter

2.1 Preparering av prover

2.2 Testning

Avsnitt IV: 1. Program for att upptécka och identifiera R. solanacearum i vatten
2. Metoder for att upptdcka och identifiera R. solanacearum i vatten
2.1 Preparering av prover
22 Testning
Avsnitt Vi 1. Program for att upptécka och identifiera R. solanacearum i jord
2. Metoder for att upptiacka och identifiera R. solanacearum i jord

2.1 Preparering av prover
2.2 Testning

Avsnitt VI:  Optimerade protokoll for att upptidcka och identifiera R. solanacearum

A. Test for diagnos och upptickt
1. Karlstromningstest
2 Upptéckt av poly-B-hydroxibutyratkorn (PHB)
3. Serumagglutinationstest
4 Selektiv isolering

4.1 Odling pa selektivt medium
4.2 Anrikningsforfarande

5. Immunofluorescenstest (IF-test)
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6. Polymeraskedjereaktionstest (PCR-test)
6.1 Metoder for rening av DNA
6.1-  Metod enligt Pastrik (2000)
a)
6.1-  Andra metoder
b)
6.2 PCR
6.3 Analys av PCR-produkten
Fluorescerande in situ-hybridisering (FISH-test)
8. Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA-test)
8 a) Indirekt ELISA
8 b) DASI (Double-Antibody Sandwich Indirect) ELISA
9. Biotest
B. Identifieringstest
1. Nutrient- och enzymatiskt identifieringstest
2. IF-test
3. ELISA-test
4. PCR-test
5. FISH-test
6. Fettsyraprofilering (FAP)
7. Metoder for stamkarakterisering
7.1 Biovarbestdmning
7.2 Genomiskt fingeravtryck
7.3 PCR-metoder
C. Verifieringstest
Tilldgg 1 Laboratorier som utfor optimering och validering av protokoll
Tilldgg 2 Medier for isolering och odling av R. solanacearum
Tilldgg 3 A) Standardiserade kontrollmaterial tillgdngliga i handeln
B) Preparering av kontroller
Tilldgg 4 Buffertar for testforfaranden
Tilldgg 5 Bestimning av kontamineringsnivd i IF- och FISH-tester
Tilligg 6 Validerade PCR-protokoll och PCR-reagens
Tilldgg 7 Validerade reagens for FISH-test
Tilligg 8 Odlingsbetingelser for tomater och dggplantor

Referenser
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ALLMANNA PRINCIPER

Optimerade protokoll for de olika metoderna, validerade reagenser och nirmare
uppgifter om beredningen av test- och kontrollmaterial finns i tilliggen. En
forteckning dver de laboratorier som togs med i optimeringen och valideringen
av protokoll finns i tilldgg 1.

Eftersom protokollen omfattar upptéickt av en karantinsorganism och anvindning
av R. solanacearum som kontrollmaterial, dr det nodvéndigt att forfarandena till-
lampas under ldmpliga karantdnforhallanden med ldmpliga anordningar for avfall-
shantering och i enlighet med 1dmpliga licenser utfirdade av de officiella véxtins-
pektionsmyndigheterna.

Testparametrarna skall utformas sé att de sékerstdller enhetliga och reproducer-
bara upptéickter av halter av R. solanacearum vid de faststillda troskelvirdena for
de valda metoderna.

En noggrann forberedning av de positiva kontrollerna ar av storsta vikt.

Testning i enlighet med de foreskrivna troskelvdrdena fordrar dven att utrust-
ningen stills in, underhalls och kalibreras pa ett korrekt sitt, att reagenserna
handhas och forvaras varsamt och att samtliga dtgérder for att forhindra nedsmitt-
ning mellan prover vidtas, t.ex. separering av positiva kontroller fran prover.
Standarder for kvalitetskontroll skall tillimpas for att undvika administrativa och
andra fel, sérskilt nér det géller markning och dokumentering.

En misstinkt forekomst enligt artikel 4.2 i direktiv 98/57/EG innebér ett positivt
resultat vid diagnostiska tester eller screeningtester som utfors pa ett prov i
enlighet med vad som anges i flodesdiagrammen. Om det forsta screeningtestet
(IF-test, PCR/FISH, selektiv isolering) &r positivt, skall detta bekréftas genom ett
andra screeningtest, baserat pa en annan biologisk princip.

Om det fOrsta screeningtestet dr positivt, misstinks nedsmittning med R. solana-
cearum och ett andra screeningtest skall goras. Om det andra screeningtestet ar
positivt bekriftas misstanken (misstinkt forekomst) och testerna i enlighet med
programmet skall fortsdtta. Om det andra screeningtestet &r negativt betraktas
provet som icke nedsmittat med R. solanacearum.

Bekriftad ndrvaro enligt artikel 5.1 i direktiv 98/57/EG innebdr isolering
och identifiering av en renkultur av R. solanacearum med bekréftad patogenitet.

AVSNITT 1

TILLAMPNING AV TESTPROGRAMMET

1. Program for diagnos pa brun ringréta och bakteriologisk vissne-
sjuka (Ralstonia solanacearum) i potatisknélar och i potatisplantor,
tomatplantor eller andra vérdvixter med symtom pa brun ringrota
eller bakteriologisk vissnesjuka.

Testforfarandet ar avsedd for potatiskndlar och potatisplantor som
uppvisar typiska eller misstinkta symtom pa& mork ringrota
eller vissnesjuka. Den omfattar ett snabbscreeningtest, isolering av den
sjukdomsalstrande organismen fran infekterad karlvivnad pa ett
(selektivt) medium och, vid positivt utslag, identifiering av kulturen som
Ralstonia solanacearum.
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Potatisknél(ar) eller potatisplanta(-plantor), tomat eller annan vardvaxt med typiska eller
misstankta symtom pa ljus ringréta (')

DIAGNOSTISKA SNABBTEST (?)
Gor minst ett av féljande test for att stélla en
presumtiv diagnos:
> — Strémningstest foér bakteriellt sekret (%)
— Poly-B-hydroxybutyrat test (*)
— Serumagglutinationstest (°)
— IF-test () / FISH-test (") / ELISA-test (8) / PCR-

test (°)
\. J

N

( HUVUDSAKLIGT ISOLERINGSTEST (') )

[ Kolonier med typisk morfologi (') ]

R. solanacearum ej pavisad

‘ NEJ ('?) Prov ej infekterat med

R. solanacearum

( Renodla genom subkulturodling )
( IDENTIFIERINGSTEST (") PATOGENITETSTEST (') ]
Bada testerna bekraftar renkultur av
R. solanacearum
Prov ej infekterat med
NEJ
R. solanacearum

<>

[ Prov infekterat med R. solanacearum ]
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Symtomen beskrivs i avsnitt I1.1.

Snabbscreeningtest underlattar presumtiv diagnos men &r inte nédvéndiga. Ett negativt resultat utgor inte alltid en garanti for att
patogenet inte forekommer.

Stromningstest for bakteriellt sekret fran karlringvéavnad fran stjalkar beskrivs i avsnitt VI.A.1.

Test for att pavisa poly-B-hydroxibutyratkorn i bakterieceller beskrivs i avsnitt VI.A.2.

Serumagglutinationstest pa bakteriellt sekret eller extrakt fran symtomatisk vavnad beskrivs i avsnitt VI.A.3.

IF-test pa bakteriellt sekret suspenderat i vatten eller extrakt fran symtomatisk vévnad beskrivs i avsnitt VI.A.5.

FISH-test pa bakteriellt sekret suspenderat i vatten eller extrakt fran symtomatisk vévnad beskrivs i avsnitt VI.A.7.

ELISA-test pa bakteriellt sekret suspenderat i vatten eller extrakt fran symtomatisk vévnad beskrivs i avsnitt VI.A.8.

PCR-test pa bakteriellt sekret suspenderat i vatten eller extrakt fran symtomatisk vavnad beskrivs i avsnitt VI.A.6.

Patogenet isoleras vanligtvis utan svarighet fran symtomatiskt vaxtmaterial genom plattspridning fran spadningsserie (avsnitt 11.3).
Typisk kolonimorfologi beskrivs i avsnitt 11.3.d.

Odling i kultur fran langt framskridna infektionsstadier kan misslyckas pa grund av konkurrens fran eller kvévning av saprofytiska
bakterier. Om sjukdomssymtomen &r typiska men isoleringstestet negativt maste isoleringen upprepas, helst genom odling pa selektivt
medium.

En renkultur av férmodade isolat av R. solanacearum kan identifieras tillfrlitligt med hjélp av de tester som beskrivs i avsnitt VI.B.
Karakterisering pa underartniva &r valfri men rekommenderas for varje nytt fall.

Patogenitetstestet beskrivs i avsnitt VI.C.
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Program for att uppticka och identifiera Ralstonia solanacearum i
prover av asymtomatiska potatisknolar

Princip:

Syftet med testforfarandet ar att uppticka latenta infektioner i potatisk-
ndlar. Minst tva positiva screeningtest’ baserade pa olika biologiska
principer skall verifieras genom isolering av patogenet, vid isolering av
typiska kolonier foljt av identifiering av en renkultur som R. solana-
cearum. Endast ett positivt screeningtest &r inte tillrackligt for att provet
skall kunna betraktas som misstidnkt.

Screening- och isoleringstesterna skall mojliggora en upptackt av 103—
10 celler/ml &tersuspenderade pellet, som &r medtagna som positiva
kontroller i varje testserie.
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( Stickprov fran potatisknélar (') )
|
( Extrahering och koncentrering av patogenet (?) ]
[
HUVUDSAKLIGT SCREENINGTEST (%)
IF-test (*) / selektiv isolering (°) / PCR-test () / FISH-test (7)
Frivilligt kompletterande test: ELISA (8)
|
( Forsta screeningtestet (%) )
R. solanacearum ej pavisad
Prov ej infekterat med
R. solanacearum
R. solanacearum ej pavisad
Prov ej infekterat med
R. solanacearum
[ Selektiv isolering (°) och/eller biotest (°) )
|
[ Kolonier med typisk morfologi ('°) ]
R. solanacearum ej pavisad
Prov ej infekterat med
R. solanacearum
[ Renodla genom subkulturodling )
Bada testerna bekraftar renkultur av
R. solanacearum

Prov ej infekterat med
R. solanacearum

<>
()

[ Prov infekterat med R. solanacearum J
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Standardiserad provmangd &r 200 kndlar. Farre prover kan emellertid anvandas till detta férfarande om det inte finns 200 knélar.
Metoder fér extrahering och koncentrering av patogen beskrivs i avsnitt [11.1.1.

Om minst tva tester baserade pa olika biologiska principer &r positiva, krévs isolering och bekraftelse. Utfér minst ett screeningtest. Om
testet &r negativt, betraktas provet som negativt. Om testet &r positivt, krévs ytterligare ett eller flera screeningtester baserade pa olika

biologiska principer for att verifiera det forsta positiva resultatet. Om det andra testet eller 6vriga tester &r negativa, betraktas provet som
negativt. Det &r inte nddvéandigt att utfora ytterligare tester.

IF-test beskrivs i avsnitt VI.A.5.

Selektivt isoleringstest beskrivs i avsnitt VI.A.4.
PCR-test beskrivs i avsnitt VI.A.6.

FISH-test beskrivs i avsnitt VI.A.7.

ELISA-test beskrivs i avsnitt VI.A.8.

Biotest beskrivs i avsnitt VI.A.9.

Typisk kolonimorfologi beskrivs i avsnitt 11.3.d.

Odling i kultur eller biotester kan misslyckas pa grund av konkurrens eller inhibering fran saprofytiska bakterier. Om positiva resultat
erhalls vid screeningtester men isoleringstesterna &r negativa, upprepa isoleringstesterna fran samma pellet eller genom att ta ytterligare
kérlringvavnad nara naveléndan fran genomskurna knélar fran samma prov och, vid behov, gor tester pa ytterligare prover.

En renkultur av férmodade isolat av R. solanacearum kan identifieras tillférlitligt med hjalp av de tester som beskrivs i avsnitt VI.B.
Patogenitetstestet beskrivs i avsnitt VI.C.
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3. Program for att uppticka och identifiera Ralstonia solanacearum i
prover av asymtomatiska potatisplantor, tomatplantor eller andra
virdviixter

[ Stickprov fran stjalksegment (')

[ Extrahering och koncentrering av patogenet (?)

HUVUDSAKLIGT SCREENINGTEST (%)
Selektiv isolering (*) / IF-test (°) / PCR-test (®) / FISH-test (7)
Frivilligt kompletterande test: ELISA (8), biotest (°)

Alla utférda tester negativa
[

R. solanacearum ej pavisad
Prov ej infekterat med
R. solanacearum

N N N

efter isolering

[ Kolonier med typisk morfologi ('°)

( Renodla genom subkulturodling )

( IDENTIFIERINGSTEST ('?) )—<>—( PATOGENITETSTEST (%) ]
Bada testerna bekraftar renkultur av
R. solanacearum
Prov ej infekterat med
<> NEJ
R. solanacearum

Prov infekterat med
R. solanacearum
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Rekommenderade provstorlekar, se avsnitt I11.2.1.

Metoder fér extrahering och koncentrering av patogen beskrivs i avsnitt 111.2.1.

Om minst tva tester baserade pa olika biologiska principer &r positiva, krévs isolering och bekraftelse. Utfér minst ett screeningtest. Om
testet &r negativt, betraktas provet som negativt. Om testet &r positivt, krévs ytterligare ett eller flera screeningtester baserade pa olika

biologiska principer for att verifiera det forsta positiva resultatet. Om det andra testet eller 6vriga tester &r negativa, betraktas provet som
negativt. Det &r inte nédvéndigt att utfora ytterligare tester.

Selektivt isoleringstest beskrivs i avsnitt VI.A.4.
IF-test beskrivs i avsnitt VI.A.5.

PCR-test beskrivs i avsnitt VI.A.6.

FISH-test beskrivs i avsnitt VI.A.7.

ELISA-test beskrivs i avsnitt VI.A.8.

Biotest beskrivs i avsnitt VI.A.9.

Typisk kolonimorfologi beskrivs i avsnitt 11.3.d.

Odling i kultur eller biotester kan misslyckas pa grund av konkurrens eller inhibering fran saprofytiska bakterier. Om ett positivt resultat
erhalls vid screeningtesterna men isoleringstesterna &r negativa, upprepa isoleringstesterna.

Renkulturer av férmodade isolat av R. solanacearum kan identifieras tillforlitligt med hjélp av de tester som beskrivs i avsnitt VI.B.
Patogenitetstestet beskrivs i avsnitt VI.C.
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AVSNITT I

DETALJERADE METODER FOR ATT UPPTACKA RALSTONIA SOLA-
NACEARUM 1 POTATISKNOLAR OCH I POTATISPLANTOR, TOMAT-
PLANTOR ELLER ANDRA VARDVAXTER MED SYMTOM PA BRUN

1.1

1.2

1.3

2.1

2.2

RINGROTA ELLER BAKTERIOLOGISK VISSNESJUKA

Symtom (se webbplats: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main)

Symtom pa potatis

Potatisplantan. Det tidiga skedet av infektionen pa faltet kdnns igen pa
att bladen vissnar mot toppen av plantan vid hoga dagstemperaturer,
men aterhdmtar sig under natten. P4 de tidiga stadierna av vissnande &r
bladen fortfarande grona, men senare gulnar de for att s& smaningom bli
brunt nekrokiska. Aven epinasti upptrider. Vissningen hos skottet eller
hela plantan blir snabbt bestdende och leder till att plantan faller
samman och dor. Kérlvavnaden i stjdlkar skurna pé tvéren fran vissnade
plantor &r vanligen bruna, och ett mjolkaktigt bakteriellt sekret
avsondras fran den skurna ytan eller kan pressas ut. Nar en skuren stjalk
stills 1 vatten strommar tradar av slem ut fran kérlknippena.

Potatisknélen. Potatiskn6larna maste skéras pa tvédren ndra naveldndan
(stolonéndan) eller pa langden 6ver stolondndan. I det tidiga skedet av
infektionen syns en glasaktig gul till ljusbrun missfargning av kérlr-
ingen, fran vilken ett blekgult krdmartat bakteriellt sekret spontant
kommer fram efter nagra minuter. Senare blir kérlmissfargningen tydli-
gare brun, och nekrosen kan sprida sig till parenkymvévnaden. Vid langt
framskridna skeden bryter infektionen fram fran naveldndan och
ogonen, fran vilka bakterieslem utsondras sé att jordpartiklar haftar vid.
Rodbruna latt insjunkna lesioner i skalet kan upptrida pa skalet pa
grund av kollaps av kérlringvévnader inuti kndlen. Sekundéra utveck-
lingsstadier av svamp- och bakteriebetingad blotrota dr vanligt forekom-
mande i ldngt framskridna stadier av sjukdomen.

Symtom pa tomater

Tomatplantan. Det forsta synliga symtomet ar att de yngsta bladen blir
sladdriga. Under gynnsamma milj6forhallanden for patogenet (jordtem-
peratur cirka 25 °C, mattad fuktighet) foljer epinasti och vissning av ena
sidan eller hela plantan inom nagra fi dagar, vilket leder till att hela
plantan faller samman. Under mindre gynnsamma forhéllanden (jord-
temperatur under 21 °C) intridffar vissning mindre ofta, men ett stort
antal extra rottradar kan utvecklas pa stjélken. Vattendrinkta strimmor
som l0per fran stjdlkens bas kan observeras, vilket dr tecken pa nekros i
karlsystemet. Nar stjalken genomskérs utsondrar missféargade bruna kérl-
véavnader vitt eller gulaktigt bakteriellt sekret.

Symtom pa andra vardvixter

Solanum  dulcamara och S. nigrum. Under naturliga forhéllanden
upptriader vissningsymtom séllan hos detta ogrds som ar virdvéxt, om
inte jordtemperaturen Overskrider 25 °C eller om inokulationen &r
omfattande (t.ex. i fallet S. nigrum, om den vixer i anslutning till
potatis- eller tomatplantor som dott). Nér vissnande sker upptrader
samma symtom som for tomater. Icke-vissnande plantor av S. dulca-
mara som vaxer med stjdlkarna och rotterna i vatten kan uppvisa inre
ljusbrun missférgning hos kirlvdvnaderna i ett tvdrsnitt av stjalkbasen
eller av de stjdlkdelar som befinner sig under vatten. Bakterieslem kan
utsondras fran avskurna kdrlvdvnader eller bilda trédar av slem om den
skurna stjilken stélls vertikalt i vatten, dven i frdnvaro av vissnings-
symtom.

Snabbscreeningtest

Snabbscreeningtest underldttar presumtiv diagnos men ar inte nddvén-
diga. Anvind ett eller flera av foljande validerade test:

Kérlstromningstest
(Se avsnitt VLL.A.1.)
Upptiackt av poly-B-hydroxybutyratkorn (PHB)

Karakteristiska PHB-korn i celler av R. solanacearum kan goras synliga
genom att firga virmefixerade utstrykningspreparat av bakteriellt sekret
fran infekterad vdavnad pa ett objektglas med Nilblatt A eller Sudansvart
B (se avsnitt VI.A.2.).
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Serumagglutinationstest
(Se avsnitt VI.A.3.)
Andra test

Andra ldmpliga snabbscreeningtest omfattar I[F-test (se avsnitt VI.A.5.),
FISH-test (se avsnitt VI.A.7.), ELISA-test (se avsnitt VI.A.8.) och PCR-
test (se avsnitt VI.A.6).

Isoleringsforfarande

a) Avlagsna sekret eller partier med missfargad védvnad fran kndlens
karlring pé potatis eller fran stjdlkens kérlstrdngar pa potatis, tomat
eller andra vissnande viardvéxter. Suspendera i en mindre volym av
sterilt destillerat vatten eller 50 mM fosfatbuffert (tilligg 4) och lat
std i 5-10 minuter.

b) Bered en serie av decimala utspadningar av suspensionen.

C

~

For 6ver 50-100 pl av suspensionen och utspiddningarna till ett
vanligt ndringsmedium (NA, YPGA eller SPA; se tilldgg 2) och/eller
till Kelmans tetrazolium medium (tilldgg 2) och/eller till ett validerat
selektivt substrat (t.ex. SMSA; se tilligg 2). Utsprid eller utstryk
med lamplig plattspridning fran spadningsserie. Bered, om det anses
lampligt, separata plattor med en utspidd cellsuspension av R. sola-
nacearum biovar 2 som positiv kontroll.

d) Inkubera plattorna under 2—6 dagar vid 28 °C.

— Pa det allménna niringsmediet utvecklar virulenta isolat av R.
solanacearum  parl-/kramvita, platta, oregelbundna, flodiga
kolonier med karakteristiska virvlar i mitten. Icke virulenta
former av R. solanacearum utvecklar sma runda icke-flodiga
smorlika kolonier som ér helt kramvita.

— P& Kelmans tetrazolium- och SMSA-medier har virvlarna
blodrdd firg. Icke virulenta former av R. solanacearum utvecklar
smé runda icke-flodiga smorlika kolonier som é&r fullstandigt
djuprdda.

Identifieringstest for R. solanacearum

Test for att bekrdfta identiteten hos formodade isolat av R. solana-
cearum behandlas 1 avsnitt VI.B.

AVSNITT III

Detaljerade metoder for att uppticka och identifiera Ralstonia sola-
nacearum i prover av asymtomatiska potatisknolar

Preparering av prover

Observera:

— Den standardiserade provméngden ar 200 knolar per test. Vid inten-
sivare provtagning krivs fler tester pa prover av denna storlek. Ett
storre antal kndlar i provet medfor inhibering eller svérighet att tolka
resultaten. Forfarandet kan emellertid anvindas for prover med férre
dn 200 knolar, om det endast finns farre kndlar tillgédngliga.

— Valideringen av samtliga nedan behandlade metoder for upptickt har
skett pa grundval av test av stickprover pa 200 knolar.

— Det nedan beskrivna potatisextraktet kan dven anvandas for upptéckt
av den bakterie som orsakar ljus ringrota hos potatis, Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus.

Frivillig forbehandling fore provpreparering:

a) Inkubation av prover vid 25-30 °C under upp till 2 veckor fore test-
ning for att frimja forokning av alla populationer av R. solana-
cearum.

b) Tvitta knolarna. Anvénd lampliga desinfektionsmedel (vid PCR-test
klorforeningar for att avldgsna patogent DNA) och tvittmedel mellan
varje stickprov. Lufttorka kndlarna. Detta rengoéringsforfarande ar
anvindbart (men inte obligatoriskt) i synnerhet vid jordiga prover
och om ett PCR-test eller ett direkt isoleringstest skall goras.

Avldgsna med en ren, desinficerad skalpell eller gronsakskniv epidermis
frin varje knols navelinda (stolon) sd att kérlringvdvnaderna blir
synliga. Skér forsiktigt ur en liten kérna av kérlringvévnad i naveldndan
och minimera méngden icke-kérlringvévnad (se webbsida: http://forum.
europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).
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Anmdrkning: Légg undan alla (ruttnande) kndlar med missténkta
symtom pa brunrdta och testa dem separat.

Om misstdnkta symtom pd mork ringrota iakttas vid avldgsnandet av
navelidndan bor en okuldrinspektion av denna kndl ske, och knélen bor
skéras av néra naveldndan. Alla skurna kndlar med misstéinkta symtom
bor forvaras minst tvd dagar i rumstemperatur for att mdojliggora
forkorkning och dérefter lagras nedkylda (4—-10 °C) under ldmpliga
karantdnforhallanden. Alla knélar, inklusive dem med misstdnkta
symtom, bor forvaras i enlighet med bilaga III.

Samla naveldndarna i oanvénda avfallsbehallare som kan tillslutas och/
eller forseglas (om behallare ateranviands bor de rengéras noggrant och
desinficeras med klorforeningar). Naveldndarna bor helst behandlas
omedelbart. Om detta inte dr mdjligt bor de forvaras i behallaren, utan
tillsats av buffert, nedkylda under hogst 72 timmar eller i rumstempe-
ratur under hogst 24 timmar.

Behandla navelidndarna enligt nagot av foljande forfaranden:

a) Téack naveldndarna genom att tillsétta en tillricklig méngd (ungefér
40 ml.) extraktionsbuffert (tilligg 4) och skaka pé en rotationsskak
(50-100 r/min) under 4 timmar vid en temperatur ligre &n 24 °C
eller under 1624 timmar nedkylt.

b) Homogenisera naveldndarna i en tillrdcklig miangd (ungefar 40 ml)
extraktionsbuffert (tilligg 4), antingen i en mixer (t.ex. Waring mixer
eller Ultra Thurrax) eller genom att krossa dem i en forseglad enga-
ngspase for finfordelning (t.ex. Stomacherpéase eller stark polyten
fran Bioreba, 150 x 250 mm, steriliserad genom stralning) med en
gummihammare eller ldmplig malapparat (t.ex. Homex).

Anmdirkning: Risken for korskontaminering av proverna ir hog nir de
homogeniseras med en mixer. Vidta forsiktighetsatgérder for att undvika
att det alstras aerosoler eller uppkommer spill under extraheringen. Se
till att nyligen steriliserade mixerblad och behéllare anvinds for varje
prov. Om PCR-test skall anvdndas, undvik Overforing av DNA till
behallare eller malapparat. Krossning i engéngspasar och anvindning av
engéngsror rekommenderas vid PCR-test.

Dekantera supernatanten. Om den &r mycket grumlig, separera genom
langsam centrifugering (hogst 180 g under 10 minuter. vid en tempe-
ratur av 4-10 °C) eller genom vakuumfiltrering (40-100 pm), varvid
filtret tvéttas med ytterligare (ca 10 ml) extraktionsbuftert.

Koncentrera bakteriedelen genom centrifugering vid 7000 g under 15
minuter (eller 10000 g under 10 minuter) vid en temperatur av 4-10 °C
och kasta bort supernatanten utan att stora pelleten.

Atersuspendera pelleten i 1,5 ml pelletbuffert (tilligg 4). Anviind 500 ul
for att testa for R. solanacearum, 500 pl for Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus och 500 pl i referenssyfte. Tillsétt steril glycerol till
en slutkoncentration av 10-25 % (v/v) till 500 pl av referensportionen
och till den aterstaende testportionen. Skaka och forvara vid —16 till —
24 °C (veckor) eller vid —68 till —86 °C (manader). Forvara testportio-
nerna vid 4-10 °C under testningen.

Upprepade nedfrysningar och upptiningar &r inte tillradliga.

Om transport av extraktet krdvs, se till att leveransen sker i en kall
behallare inom 24 timmar.

Det &r absolut nodvéndigt att alla positiva kontroller och prover av R.
solanacearum hanteras skilda fran varandra for att nedsmittning skall
undvikas. Detta giller dven for IF-glas och samtliga test.

Testning

Se flodesdiagram och beskrivningar av testerna och de optimerade
protokollen i de berdrda bilagorna enligt f6ljande:

Selektiv isolering (se avsnitt VI.A.4).
IF-test (se avsnitt VL.A.5).

PCR-test (se avsnitt VI.A.6).
FISH-test (se avsnitt VI.A.7).
ELISA-test (se avsnitt VI.A.8).
Biotest (se avsnitt VI.A.9).
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Detaljerade metoder for att uppticka och identifiera Ralstonia sola-
nacearum i prover av asymtomatiska potatisplantor, tomatplantor
eller andra vérdvixter

Preparering av prover

Anmdrkning: For upptickt av latenta populationer R. solanacearum
rekommenderas testning av blandprover. Forfarandet kan &ven létt
anvindas for blandprover bestidende av upp till 200 stjalkdelar. Om
undersokningar gors bor dessa grundas pé ett statistiskt representativt
prov av den plantpopulation som undersoks.

Samla 1-2 cm langa stjélksegment i en tillsluten steril behallare enligt
foljande provtagningsforfaranden:

Tomatplantor frdn plantskolor: Med en ren, desinficerad kniv eller
sekator avldgsnas ett 1 cm langt segment av basen pa varje stjalk strax
ovanfor markytan.

Tomatplantor odlade pa filt eller i vixthus: Med en ren, desinficerad
kniv avldgsnas det ldgsta sidoskottet frén varje planta genom att detta
skérs av strax ovanfor leden till huvudstjdlken. Avlagsna ett 1 cm langt
segment fran den nedersta delen fran varje sidoskott.

Andra virdvixter: Med en ren, desinficerad kniv eller sekator avldgsnas
ett 1 cm langt segment av basen pa varje stjilk strax ovanfor markytan.
Fran S. dulcamara eller andra vardvaxter som vixer i1 vatten avldgsnas
1-2 centimeter langa delar fran undervattensstjdlken eller revor (stolon)
med vattenrotter.

Vid provtagning pa en sérskild plats rekommenderas ett statistiskt repre-
sentativt prov av minst 10 plantor per provtagningsplats av varje ogrés
som &r potentiell virdvéxt. Upptickt av patogen &r mest tillforlitligt
under den sena varsdsongen, samt sommar- och hdstsdsongerna, dven
om naturliga infektioner kan upptidckas éaret runt hos den flerariga
Solanum dulcamara som véxer i vattendrag. Kénda vardvaxter omfattar
overvintrande potatisplantor (efterliggare), Solanum dulcamara, S.
nigrum, Datura stramonium och andra arter i familjen Solanaceae.
Andra virdar dr Pelargonium spp. och Portulaca oleracea. Vissa euro-
peiska ogrisarter som potentiellt kan vara infekterade med biovar 2/Ras
3-populationer av R. solanacearum i rotterna och/eller rhizosfirer under
sirskilda miljoforhéllanden omfattar Atriplex hastata, Bidens pilosa,
Cerastium glomeratum, Chenopodium album, Eupatorium cannabinum,
Galinsoga parviflora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp, Rumex spp.,
Silene alba, S. nutans., Tussilago farfarra och Urtica dioica.

Anmdrkning: Okuldr besiktning for att pavisa inre symtom (firgning av
védvnad eller bakteriellt sekret) kan géras pa detta stadium. Lagg undan
alla stjalksegment med symtom och testa dem separat (se avsnitt II).

Desinficera stjdlksegmentet hastigt i 70-procentig etanol och torka
omedelbart med mjukpapper. Behandla dérefter stjilksegmenten enligt
nagon av foljande metoder:

a) Tack segmenten genom att tillsdtta en tillrdcklig méngd (ungefér
40 ml) extraktionsbuffert (tilligg 4) och skaka pa en rotationsskak
(50-100 r/min) under 4 timmar vid en temperatur under 24 °C eller
under 16-24 timmar nedkylda.

b) Behandla omedelbart segmenten genom att krossa dem i en kraftig
pase for finfordelning (t.ex. Stomacherpdse eller Bioreba) i en
lamplig mangd extraktionsbuffert (tilligg 4) med en gummihammare
eller lamplig malapparat (t.ex. Homex). Om detta inte dr mgjligt,
forvara stjalksegmenten under hogst 72 timmar nedkylda eller under
hogst 24 timmar i rumstemperatur.

Dekantera supernatanten efter det att blandningen fatt std och sjunka
under 15 minuter.

Ytterligare klarnande av extraheringen eller koncentrationen av bakterie-
delen krivs vanligtvis inte men kan astadkommas genom filtrering och/
eller centrifugering enligt avsnitten I11.1.1.3 till IIL.1.1.5.

Dela det outspadda eller koncentrerade provextraktet i tva lika stora
delar. Bibehall ena hélften vid en temperatur av 4-10 °C under testet
och lagra den andra hélften med 10- till 25-procentig (v/v) steril glycerol
vid en temperatur av —16 till —24 °C (veckor) eller -68 till —-86 °C
(manader) for det fallet att ytterligare tester kravs.

Testning

Se flodesdiagram och beskrivningar av testerna och de optimerade
protokollen i de berorda bilagorna enligt foljande:
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Selektiv isolering (se avsnitt VI.A.4).

IF-test (se avsnitt VI.A.5).
PCR-test (se avsnitt VI.A.6).
FISH-test (se avsnitt VI.A.7).
ELISA-test (se avsnitt VLA.8).
Biotest (se avsnitt VI.A.9).
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AVSNITT IV
1. Program for att uppticka och identifiera Ralstonia solanacearum i
vatten
[ Stickprov fran vatten (') )
( Koncentrering av patogenet () )

HUVUDSAKLIGT SCREENINGTEST
Selektiv isolering (°)
Frivilligt kompletterande test: biotest (*) / anrikning plus PCR (%) / anrikning plus ELISA ()

Kolonier med typisk morfologi ()
efter isolering

R. solanacearum ej pavisad
Prov ej infekterat med
R. solanacearum

( Renodla genom subkulturodlin ]

( IDENTIFIERINGSTEST (°) )—<>—( PATOGENITETSTEST (") )

[ Bada testerna bekréftar renkultur av J

R. solanacearum

Prov ej infekterat med
<> NEJ
R. solanacearum

Prov infekterat med
R. solanacearum
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Rekommenderade provtagningsférfaranden, se avsnitt IV.2.1.

Metoder for koncentrering av patogen beskrivs i avsnitt IV.2.1. Koncentrering 6kar populationerna av bade patogener och konkurrerande
saprofytiska bakterier och rekommenderas endast om den inte medfor inhibering av isolationstestet.

Selektivt isoleringstest beskrivs i avsnitt VI.A.4.

Biotest beskrivs i avsnitt VI.A.9.

Metoder fér anrikning plus PCR beskrivs i avsnitten VI.A.4.2 och VI.A.6.
Metoder for anrikning plus ELISA beskrivs i avsnitten VI.A.4.2 och VI.A.8.
Typisk kolonimorfologi beskrivs i avsnitt 11.3.d.

Odling i kultur kan misslyckas pa grund av konkurrens eller inhibering fran saprofytiska bakterier. Om stora populationer av saprofyter
missténks paverka isoleringens tillférlitlighet, repetera isolationstestet efter utspadning av provet i sterilt vatten.

Renkulturer av férmodade isolat av R. solanacearum kan identifieras tillférlitligt med hjélp av de tester som beskrivs i avsnitt VI.B.
Patogenitetstestet beskrivs i avsnitt VI.C.
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Metoder for att uppticka och identifiera Ralstonia solanacearum i
vatten

Princip

Det validerade programmet for upptickt som beskrivs i det hir avsnittet
ar tillampligt pa upptéckt av patogen i prover av ytvatten och kan dven
tillimpas pa testning av prover fran process- eller avloppsvatten frén
verksamhet dér potatis forddlas. Det dr emellertid viktigt att papeka att
den forvantade detektionskénsligheten varierar beroende pé substratet.
Kaénsligheten hos isoleringstestet paverkas av populationerna av konkur-
rerande saprofytiska bakterier, som vanligtvis dr mycket storre i process-
och avloppsvatten fran verksamhet dér potatis foradlas an i ytvatten.
Programmet nedan &r avsett att uppticka dnda ned till 103 celler per liter
i ytvatten, men detektionskéansligheten vid process- eller avloppsvatten
frin anldggningar dér potatis forddlas ar troligen avsevirt ldgre. Dérfor
rekommenderas att testning av process- och avloppsvatten sker efter
ovrig rening (t.ex. sedimentering eller filtrering), da populationerna av
saprofytiska bakterier minskar. Testprogrammets begransningar i fraga
om kénslighet bor tas med 1 berdkningen vid bedomningen av tillforlit-
ligheten hos alla eventuella negativa resultat. Det hér programmet har
med framgang anvénts i undersokningar for att pavisa nérvaro eller fran-
varo av patogenet i ytvatten, men dess begridnsningar bor beaktas vid
anvindning i liknande undersékningar av process- eller avloppsvatten
fran verksamhet dér potatis foradlas.

Preparering av prover

Anmdrkning:

— Upptéckt av of R. solanacearum i ytvatten &r mest tillforlitlig under
den sena varsdsongen, samt sommar- och hdstsdsongerna, nér
vattentemperaturerna dverstiger 15 °C.

— Upprepade provtagningar vid olika tidpunkter under ovanndmnda
period och pa bestimda provtagningsplatser Okar tillforlitligheten
hos upptéckten genom att reducera inverkan av klimatvariationen.

— Beakta inverkan av kraftiga regnfall och vattendragens geografiska
lage for att undvika alltfor stora utspadningseftekter, som kan ddlja
nérvaron av patogenet.

— Ta ytvattenproverna i nérheten av virdvixterna om dessa fore-
kommer.

Pa utvalda provtagningsplatser, samla vattenprover genom att fylla
sterila engangsror eller engangsflaskor om mojligt pé ett djup av 30 cm
och inom 2 m fran strandkanten. Vid process- och avloppsvatten fran
verksamheter dér potatis forddlas, samla in prover fran den punkt dar
vitskorna slépps ut. Provstorlekar pa upp till 500 ml per provtagnings-
plats rekommenderas. Om mindre prover foredras rekommenderas att
proverna tas vid minst tre olika tillfallen per provtagningsplats och att
varje prov bestar av tva lika stora delprover av minst 30 ml. Vid inten-
siva undersokningar, vilj minst tre provtagningsplatser per 3 km vatten-
drag och sikerstill att prover dven tas pa vattendragets tillfloden.

Transportera proverna svalt och morkt (4—10 °C) och testa dem inom 24
timmar.

Bakteriedelen kan vid behov koncentreras genom en av foljande
metoder:

a) Centrifugera 3050 ml delprover vid 10000 g under 10 minuter
(eller 7000 g under 15 minuter), helst vid 4-10 °C. Kasta bort super-
natanten och éatersuspendera pelleten i 1 ml pelletbuffert (tillagg 4).

b) Membranfiltrering (lagsta porstorlek 0,45 um) och dérefter tvittning
av filtret i 5-10 ml pelletbuffert och forvaring av tvéttvitskan. Denna
metod ar lamplig vid storre volymer vatten som innehaller sma
méngder av saprofyter.

Koncentrering rekommenderas vanligtvis inte for prover av process-
eller avloppsvatten fran verksamhet dir potatis forddlas, eftersom popu-
lationer av konkurrerande saprofytiska bakterier inhiberar upptiackten av
R. solanacearum.

Testning

Se flodesdiagram och beskrivningar av testerna i de berorda bilagorna.
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AVSNITT V
1. Program for att upptiicka och identifiera R. solanacearum i jord
( Stickprov fran jord (') ]
( Extraktion av patogenet )
HUVUDSAKLIGT SCREENINGTEST
Selektiv isolering (%)
Frivilligt kompletterande test: anrikning plus PCR (%) / biotest (*)
. ) .
Kolonier med t.yplsk'morfolog| ) Alla utforda tester negativa
efter isolering
[
R. solanacearum ej pavisad
Prov ej infekterat med
R. solanacearum
( Renodla genom subkulturodling )
[ IDENTIFIERINGSTEST (7) PATOGENITETSTEST (5) ]
Bada testerna bekraftar renkultur av
R. solanacearum
Prov ej infekterat med
<> NEJ
R. solanacearum

Prov infekterat med
R. solanacearum
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Rekommenderade provtagningsférfaranden, se avsnitt IV.2.1.

Selektivt isoleringstest beskrivs i avsnitt VI.A.4.

Metoder for anrikning plus PCR beskrivs i avsnitten VI.A.4.2 och VI.A6.
Biotest beskrivs i avsnitt VI.A.9.

Typisk kolonimorfologi beskrivs i avsnitt 11.3.d.

Odling i kultur kan misslyckas pa grund av konkurrens eller inhibering fran saprofytiska bakterier. Om stora populationer av saprofyter
missténks paverka isoleringens tillforlitlighet, repetera isolationstestet efter ytterligare utspadning av provet.

Renkulturer av formodade isolat av R. solanacearum kan identifieras tillférlitligt med hjélp av de tester som beskrivs i avsnitt VI.B.
Patogenitetstestet beskrivs i avsnitt VI.C.
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Metoder for att uppticka och identifiera R. solanacearum i jord

Principer

Det validerade program for upptéckt som beskrivs i detta avsnitt &r till-
ampligt pa upptickt av patogen i jordprover men kan dven anvindas for
testning av prover av fast avfall och avloppsslam fran bearbetningen av
potatis. Det bor emellertid noteras att dessa metoder inte &r tillrickligt
kénsliga for att garantera upptickt av sma och/eller oregelbundet disper-
gerade populationer av R. solanacearum som kan férekomma i naturligt
angripna prover av dessa substrat.

Detta testprograms begrinsningar i friga om kénslighet bor beaktas vid
beddomningen av tillforlitligheten hos alla eventuella negativa resultat
och nér det anvénds i undersdkningar for att pavisa nérvaro eller fran-
varo av patogenet i jord eller slam. Det mest tillforlitliga testet for att
pavisa nérvaro av patogenet i akerjord &r att plantera en mottaglig vérd-
vixt och kontrollera om denna infekteras, men dven med denna metod
undgér smé méngder av nedsmittning upptackt.

Preparering av prover

Provtagningen av jordman bor f6lja standardprinciperna for provtagning
av nematoder. Samla in 0,5-1 kg jord per prov fran 60 platser per 0,3 ha
pa ett djup av 10-20 cm (eller i ett rutndt av 7 x 7 m). Om forekomst
av patogenet misstdnks, 6ka méngden provtagningsplatser till 120 per
0,3 ha. Forvara proven vid 12—15 °C fore testning. Ta prover pa avfall
och avloppsslam frén bearbetning av potatis genom insamling av totalt
1 kg fran platser som ar representativa for den totala volym slam som
skall testas. Blanda varje prov vél fore testning.

Dispergera delprover av 10-25 g jord eller slam genom att skaka pé en
rotationsskak (250 rpm) i 60—150 ml extraktionsbuffert (tilligg 4) under
upp till tvd timmar. Finfordelningen kan, om detta krdvs, underlittas
genom tillsats av 0,02 % steril Tween 20 och 10-20 g steriliserat grus.

Forvara suspensionen vid 4 °C under testningen.
Testning

Se flodesdiagram och beskrivningar av testerna i de berdrda bilagorna.

AVSNITT VI

OPTIMERADE PROTOKOLL FOR ATT UPPTACKA

OCH IDENTIFIERA R. SOLANACEARUM

TEST FOR DIAGNOS OCH UPPTACKT
Kirlstromningstest

Naérvaro av R. solanacearum i stjdlkar pa vissnande potatis, tomat eller
andra virdvixter kan pavisas genom foljande enkla presumtiva test:
Skér av stjdlken strax ovan markytan. Suspendera den skurna ytan i ett
ror med rent vatten. Sok efter karakteristiska spontana stromningar av
tradar av bakterieslem som utsondras fran de avskurna karlknippena
efter ndgra minuter.

Upptickt av poly-B-hydroxibutyratkorn

1. Preparera ett utstryk av bakteriellt sekret fran infekterad vévnad eller
en 48-timmars kultur pd YPGA- eller SPA-medium (tilligg 1) pa ett
objektglas.

2. Bered som kontroll positiva utstryk av en biovar 2-stam av R. sola-
nacearum och om det anses lampligt ett negativt kontrollutstryk frén
en kidnd PHB-negativ art.

3. Lat torka och for snabbt undersidan av glaset 6ver lagan for att fixera
utstryken.

4. Preparera fargning med antingen Nilblatt A eller Sudansvart B och
observera i mikroskop enligt beskrivningen nedan:

Nilblattest:

a) Drank in varje objektglas med 1 % vattenlosning av nilblatt
och inkubera under 10 minuter vid 55 °C.

b) Drénera av farglosningen. Tvétta snabbt i langsamt rinnande kran-
vatten. Avlagsna dverskottsvatten med ldskpapper.
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c) Drank in utstryket med 8 % losning av dttiksyra i vatten,
och inkubera i 1 minut vid rumstemperatur.

d) Tvétta snabbt i langsamt rinnande kranvatten. Avldgsna Gverskotts-
vatten med laskpapper.

e) Aterfukta med en droppe vatten och ligg pa ett tickglas.

f) Undersok det firgade utstryket i epifluorescensmikroskop vid 450 nm
under oljeimmersion vid 600—1 000 gangers forstoring med ett olje-
eller vattenimmersionsobjektiv.

g) Leta efter ljusorange fluorescens av PHB-korn. Undersok ocksa
provet i genomfallande vanligt ljus for att sikerstdlla att kornen ar
intracelluldra och att cellmorfologin &r typisk for R. solanacearum.

Sudansvarttest:

a) Drink in varje objektglas med 0,3 % Sudansvart B-16sning i 70 %
etanol och inkubera i 10 minuter vid rumstemperatur.

b) Drénera av firglosningen och tvitta snabbt i kranvatten, varvid Sver-
skottsvatten avldgsnas med laskpapper.

c) Doppa glasen hastigt i xylol och torka med mjukpapper. Varning:
Xylol dr skadligt. Vidta nodvindiga sdkerhetsdtgdrder och arbeta i
ett dragskap.

d) Drénk in glasen med 0,5 % (w/v) safranin i vatten och ldmna i 10
sekunder vid rumstemperatur. Varning: Xylol dr skadligt. Vidta
nodvdndiga sdkerhetsdtgdrder och arbeta i ett dragskap.

e) Tvitta forsiktigt i rinnande kranvatten, torka med mjukpapper och
lagg pa ett tickglas.

f) Undersok de fargade utstryken i ljusmikroskop (genomfallande ljus)
under oljeimmersion vid 1000 géngers forstoring med ett oljeimmer-
sionsobjektiv.

g) Sok efter blasvart firgning av PHB-korn i celler av R. solanacearum
rosafdrgade cellviggar.

Serumagglutinationstest

Agglutinering av R. solanacearum-celler i bakteriellt sekret eller symto-
matisk vdvnad observeras bast genom anvindning av validerade antik-
roppar (se tillagg 3) forsedda med lampliga fargmarkningar, sdsom réda
Staphylococcus aureus-celler eller firgade latexpartiklar. Om en sats
anvinds som dr tillgdnglig 1 handeln (se tilligg 3), skall tillverkarens
instruktioner foljas. Om inte, skall foljande forfarande tillimpas:

a) Blanda droppar av suspension av mirkt antikropp och bakteriellt
sekret (ungefar 5 pl var) pa fonstren pa multispot-objektglas.

b) Preparera positiva och negativa kontroller, varvid suspensioner av R.
solanacearum biovar 2 och en heterolog stam anvénds.

c) Sok efter agglutination i positiva prover efter forsiktig blandning
under 15 sekunder.

Selektiv isolering
Odling pa selektivt medium

Anmdirkning: Innan denna metod anvénds for forsta gdngen, gér prelimi-
néra tester for att mojliggora reproducerbar upptiackt av 103—-10* koloni-
formande enheter av R. solanacearum per ml som tillsitts till provex-
trakt som tidigare testats och gett negativt svar.

Anvind ett lampligt validerat selektivt medium, sdsom SMSA (modi-
fierat av Elphinstone et al., 1996. Se tilldgg 2).

R. solanacearum maste noga skiljas fran andra bakterier som kan
utveckla kolonier pad mediet. Kolonier av R. solanacearum kan dven
uppvisa atypisk morfologi om plattorna &r overfulla eller om antagonis-
tiska bakterier dven dr nédrvarande. Om inverkan av konkurrens eller
antagonism misstéinks, bor provet testas igen, varvid ett annat test
anvinds.

Denna metod har hogsta kénslighetsnivd nir nyligen preparerade
provextrakt testas. Metoden ar emellertid dven tillimplig pd extrakt som
har lagrats i glycerol vid —68 till —-86 °C.

Som positiva kontroller preparera decimala utspddningar frdn en suspen-
sion av 10° kolonibildande enheter per ml av R. solanacearum (t.ex.
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). For att undvika risk for smitta,
preparera positiva kontroller som &r fullstindigt atskilda fran de prover
som skall testas.
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For varje nyligen preparerat parti av selektivt medium bor dess lamp-
lighet for tillvixt av patogenet testas innan det anvinds for att testa
rutinprover.

Testa kontrollmaterialen exakt som provet (proven).

Gor en lamplig plattspridning frén spadningsserie for att se till att alla
saprofytiska kolonibildande bakgrundspopulationer spédds ut. Utsprid
50-100 pl per platta av provextrakt och for varje utspadning.

Inkubera plattorna vid 28 °C. Avlds plattorna efter 48 timmar och
darefter dagligen under hogst sex dagar. Typiska kolonier av R. solana-
cearum pd SMSA-medium &r mjolkvita, platta, oregelbundna, flodiga
kolonier och utvecklar efter tre dagars inkubation rosa till blodroda
centra med inre strimmor eller virvlar (se webbplats http://forum.europa.
eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Anmdrkning: Atypiska kolonier av R. solanacearum bildas ibland pa
detta medium. De kan vara sma, runda, helt rodfargade och icke-flodiga
eller partiellt flodiga och darfor svara att urskilja frén saprofytiska kolo-
nibildande bakterier.

Rena presumtiva kolonier av R. solanacearum efter utstryk eller plat-
tspridning frén spéadningsserie pa ett vanligt ndringsmedium for att
erhélla isolerade kolonier (se tilldgg 2).

Lagra kolonierna under lang tid i sterilt vatten (pH 6-8, klorfritt) i
rumstemperatur i morker, eller under kort tid i lampligt frysskyddmedel
i —68 till —86 °C eller frystorkat.

Identifiera presumtiva kulturer (se avsnitt VI. B) och gor ett patogeni-
tetstest (se avsnitt VL. C).

Tolkning av resultaten av odlingen pa selektivt medium

Odlingen pé selektivt medium &r negativ om inga bakteriekolonier
observeras efter sex dagar eller om inga formodade kolonier typiska for
R. solanacearum pavisas, forutsatt att ingen inhibition misstinks péa
grund av konkurrens eller antagonism fran andra bakterier och att
typiska kolonier av R. solanacearum péavisas i de positiva kontrollerna.

Odlingen pa selektivt medium &r positiv om presumtiva kolonier av R.
solanacearum isoleras.

Anrikningsférfarande

Anvind ett validerat anrikningsmedium, sasom modifierad Wilbrink-
buljong (se tilldgg 2).

Detta forfarande kan anvindas for att selektivt 6ka populationerna av
R. solanacearum i provextrakten och for att oka kdnsligheten for
upptdckt. Forfarandet spdder dessutom effektivt ut inhibitorer av PCR-
reaktion (1:100). Det bér emellertid noteras att anrikning av R. solana-
cearum kan misslyckas pa grund av konkurrens eller antagonism fran
saprofytiska organismer, som ofta anrikas samtidigt. Ddrfor kan
isolering av R. solanacearum fidn anrikningsbuljonger vara svdrt.
Eftersom populationerna av serologiskt besliktade saprofyter kan
fordkas, rekommenderas dessutom att specifika monoklonala antik-
roppar anvdnds i stdllet for polyklonala antikroppar om ELISA-test
anvdnds.

Vid anriknings-PCR tillsdtt 100 pl provextrakt till 10 ml anrikningsbul-
jong (tilligg 2) som dessforinnan portionerats i DNA-fria ror eller
flaskor. Vid anriknings-ELISA kan en proportionellt storre andel
provextrakt i forhallande till buljong anvéndas (t.ex. 100 pl i 1,0 ml
anrikningsbuljong).

Inkubera under 72 timmar vid 27-30 °C med eller utan skak med locket
16st pasatt for luftning.

Blanda vil fore anviandning i ELISA- eller PCR-test.

Behandla anrikningsbuljongen pa exakt samma sdtt som provet
(proverna) i ovanndmnda test.

Anmdrkning: Om anrikningen av R. solanacearum forvantas inhiberas
pd grund av stora populationer av vissa konkurrerande saprofytiska
bakterier, kan anrikning av provextrakten fore centrifugering eller andra
koncentrationssteg ge béttre resultat.

IF-test
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Princip

Det rekommenderas att IF-test anvidnds som huvudsakligt screeningtest
pé grund av dess dokumenterade forméga att uppnd de foreskrivna tros-
kelvirdena.

Om IF-testet anvinds som huvudsakligt screeningtest och resultatet ar
positivt, skall ett andra screeningtest med isolerings-, PCR- eller FISH-
test gbras. Om IF-testet anvinds som ett andra screeningtest och resul-
tatet dr positivt, krivs ytterligare testning enligt flodesschemat for att
analysen skall bli fullstindig.

Anmdrkning: Anvand antikroppar mot R. solanacearum med validerat
ursprung (se  webbplats:  http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main). Det rekommenderas att titer bestims for varje nytt parti
antikroppar. Titern definieras som den hogsta utspadning vid vilken en
optimal reaktion sker nér en suspension av 105-10°¢ celler per ml av den
homologa stammen av R. solanacearum testas och nér en lamplig fluo-
resceinisothiocyanat (FITC) konjugat i Gverensstimmelse med tillverka-
rens rekommendationer anvéinds. Validerade polyklonala antiserum bdor
ha en IF-titer av minst 1:2000. Vid testningen bor antikropparna
anvindas vid en arbetsutspadning (arbetsutspadningar) néra eller vid
titern.

Testet bor goras pa nypreparerade provextrakt. Vid behov kan det goras
pa extrakt som lagrats i glycerol vid en temperatur pa —68 till —86 °C.
Glycerolen kan avldgsnas fran provet genom tillsats av 1 ml pelletbuf-
fert (tilldgg 4), omcentrifugering under 15 minuter vid 7000 g och éter-
suspension i en lika stor volym av pelletbuffert. Detta krivs vanligtvis
inte, sdrskilt inte om glasproverna har fixerats pad glasen med flam-
bering.

Bered separata positiva kontrollglas av den homologa stammen eller
nagon annan referensstam av R. solanacearum, som suspenderats i pota-
tisextrakt, alternativt i en buffert, séisom anges i tilligg 3 B.

Naturligt infekterad vdvnad (som har bevarats genom frystorkning eller
nedfrysning vid en temperatur av —16 till 24 °C) bér om mojligt
anvindas som en liknande kontroll pd samma glas.

Som negativa kontroller kan anvéndas portioner av provextrakt som tidi-
gare givit negativt svar betrédffande R. solanacearum nér de testats.

Standardiserade positiva och negativa kontrollmaterial som kan
anvéndas 1 detta test fortecknas i tillagg 3.

Anviand multispot-objektglas med helst 10 fonster av minst 6 mm
diameter.

Testa kontrollmaterialen exakt som provet (proven).
Preparera testglas enligt nagon av f6ljande metoder

i) For pelletar med relativt litet stirkelsesediment:

Pipettera pa det forsta glaset en uppmatt standardvolym (15 pl ar
lampligt for 6 mm fonsterdiameter — 6ka volymen for storre fonster)
av en 1/100-utspadning av den atersuspenderade potatispelleten.
Pipettera en motsvarande volym av koncentrerad pellet (1/1) pa de
aterstdende fonstren pa raden. Den andra raden kan anvéndas som
duplikat eller for ett andra prov enligt figur 1.

ii) For andra pelletar:

Preparera decimala utspadningar (1/10, 1/100) av den atersuspende-
rade pelleten i pelletbuffert. Pipettera en uppmitt standardvolym
(15 pl ar lampligt for 6 mm fonsterdiameter — 6ka volymen for storre
fonster) av den atersuspenderade pelleten och varje utspadning pa en
fonsterrad. Den andra raden kan anvédndas som duplikat eller for ett
andra prov enligt figur 2.

Torka dropparna i omgivande temperatur eller genom uppvérmning till
en temperatur av 40-45 °C. Fixera bakteriecellerna pd glaset antingen
genom upphettning (15 minuter vid 60 °C), flambering med 95-
procentig etanol eller enligt sérskilda instruktioner fran leverantoren av
antikropparna.

Vid behov far fixerade glas lagras frysta i en torkad lada under s& kort
tid som mdjligt (maximalt 3 manader) innan vidare testning sker.

IF-férfarande

i) Enligt testglaspreparering i 5,1 (i):
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Preparera en serie dubbla utspadningar. Den forsta brunnen bor
ha 1/2 av titern (T/2), de Gvriga 1/4 av titern (T/4), 1/2 av titern
(T/2), titern (T) och tva ganger titern (27T).

i) Enligt testglaspreparering i 5,1 ii:
Preparera arbetsutspddningen av antikropp i IF-buffert. Arbetsut-
spadningen paverkar specificiteten.

Figur 1. Preparering av testglaset enligt 5.1 1 och 5.3 i.

Utspéddningar av atersuspenderade pelletar

1/100 171 111 1/1 1/1 [J Utspddning av
atersuspenderad
pellet

(T = titer) T2 T/4 T2 T 2T [J Dubbla utspad-
ningar av anti-
serum/antikropp

o O 0600
1 2 3 4 5

Duplikat av prov 1 eller . . . . .

prov 2 6 7 8 9 10

Figur 2. Preparering av testglaset enligt 5,1 ii och 5,3 ii.

Arbetsutspidning av antiserum/antikropp

1/1 1/10 1/100 tom tom 1 Decimal utspéd-
ning av atersus-
penderad pellet

e O © 06 0O
1 2 3 4 5

Duplikat av prov 1 eller . ‘ . . ‘

prov 2 6 7 8 9 10

5.3.1 Ordna glasen péa fuktigt mjukpapper. Tack varje testfonster fullstandigt
med antikropputspddning(ar). Den volym antikroppar som tillsétts varje
fonster skall vara minst lika stor som volymen tillsatt extrakt.

Foljande forfarande bor foljas om det saknas sérskilda instruktioner frén
leverantéren av antikropparna:

53.2  Inkubera glasen pa fuktigt papper Overtickta under 30 minuter vid
omgivande temperatur (18-25 °C).

533 Skaka av dropparna frén glaset och skdlj glasen noga med IF-buffert.
Tvétta genom att under 5 minuter sdnka ned i IF-buffert-Tween (tilligg
4) och darefter i IF-buffert. Undvik uppkomst av aerosoler eller over-
foring av droppar som kan orsaka korskontaminering. Avlagsna noga
overskottsfukt genom att forsiktigt torka med lidskpapper.

534 Ordna glasen pa fuktigt mjukpapper. Tack testfonstren med den utspéad-
ning av FITC-konjugat som anvénds for att bestimma titern. Den volym
konjugat som tillsétts fonstren skall vara lika med volymen tillsatt antik-

ropp.

5.3.5 Inkubera glasen pa fuktigt papper Overtickta under 30 minuter vid
omgivande temperatur (18-25 °C).

5.3.6 Skaka av konjugatdropparna fran glaset. Skolj och tvitta som ovan
(5.3.3).

Avldgsna noga overskottsfukt.

5.3.7  Pipettera 5-10 pl 0,1 M fosfatbuffrad glycerol (tilligg 4) eller en
monteringslosning som motverkar blekning som finns tillgénglig i
handeln pa varje fonster och ligg pa ett tickglas.

54 Avlédsning av IF-testet

5.4.1 Undersok testglasen i ett epifluorescensmikroskop med filter ldmpliga
for FITC under olje- eller vattenimmersion vid 500-1000 gangers
forstoring. Scanna fonstren utefter tvd diametrar i rdt vinkel och runt
perimetern. P& de prover som inte uppvisar nagra celler eller endast ett
litet antal celler, observera minst 40 mikroskopfalt.
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5.4.4

5.4.5

Kontrollera glaset med positiv kontroll forst. Cellerna skall vara klart
fluorescerande och helt fargade vid den faststéllda antikroppstitern eller
arbetsutspadningen. IF-testet (avsnitt VI.A.S5.) skall aterupprepas om
fargningen ar avvikande.

Sok efter ljusa fluorescerande celler med morfologi som ar karakteristisk
for R. solanacearum 1 testfonstren pa testglasen (se webbplats: http:/
forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).  Fluorescensintensi-
teten maste motsvara det positiva kontrollisolatets vid samma antikrop-
putspadning. Celler med ojamn eller ofullstéindig fdrgning eller med
svag fluorescens beaktas inte.

Om smitta misstinks skall testet upprepas. Detta kan vara fallet om alla
glas 1 ett parti uppvisar positiva celler pa grund av nedsmittning av en
buffert eller om positiva celler patriffas (utanfor glasets fonster) pa
objektglasdverdraget.

Immunofluorescenstestets specificitet ger upphov till ett flertal problem.
Besténd av fluorescerande celler med atypisk morfologi och korsreage-
rande saprofytiska bakterier som har en liknande storlek och morfologi
som R. solanacearum kan férekomma hos potatisar i navelédndarna och i
pelletar av stjdlksegmentet.

Endast fluorescerande celler med typisk storlek och morfologi vid titern
eller vid arbetsutspadningen av antikropparna skall beaktas, sasom i 5,3.

Tolkning av IF-testet:

i) For varje prov med ljusa fluorescerande celler med karakteristisk
morfologi, bestim medeltalet typiska celler per mikroskopfalt och
berikna antal typiska celler per ml atersuspenderad pellet (tilldgg 5).

IF-testet &r positivt om proven innehaller minst 5 x 103 typiska celler
per ml atersuspenderad pellet. Provet betraktas som potentiellt
smittat, och ytterligare tester krévs.

i) IF-testet dr negativt om proven innehaller farre dn 5 x 103 celler per
ml atersuspenderad pellet och provet betraktas som negativt. Inga
ytterligare tester krévs.

PCR-test

Principer

Om ett PCR-test anvinds som huvudsakligt screeningtest och resultatet
ar positivt, skall ett andra screeningtest i form av ett isoleringstest
eller IF-test goras. Om PCR anvinds som andra screeningtest och resul-
tatet dr positivt, krdvs ytterligare testning enligt flodesschemat for att
diagnosen skall bli fullsténdig.

Fullt utnyttjande av denna metod som huvudsakligt screeningtest rekom-
menderas endast nér sérskild fackkompetens har uppnatts.

Anmdirkning: Prelimindr testning med denna metod bor mojliggdra
reproducerbar upptickt av 10°-10* celler av R. solanacearum per ml
som tillsétts till provextrakt som tidigare testats och gett negativt svar.
Optimeringsexperiment kan krdvas for att uppnad maximal sensitivitets-
och specificitetsniva i alla laboratorier.

Anviénd validerade PCR-reagens och PCR-protokoll (se avsnitt 6) Vilj
helst en metod med internkontroll.

Vidta ldampliga atgarder for att undvika nedsmittning av prover med
mal-DNA. PCR-testerna bor utforas av erfarna tekniker i specialiserade
molekylarbiologiska laboratorier for att minimera risken for nedsmitt-
ning av mal-DNA.

Negativa kontroller (for DNA-extraktions- och PCR-forfaranden) bor
alltid behandlas som slutligt prov i forfarandet for att tydligt kunna visa
om overforing till mal-DNA har intriffat eller e;.

Foljande negativa kontroller bor inga i PCR-testet:

— Provextrakt som tidigare gett negativt svar nir det testats med avse-
ende pa R. solanacearum.

— Buffertkontroller som anvinds for extrahering av bakterien och
DNA fréan provet.

— PCR-reaktionsblandning.

Féljande positiva kontroller bor tas med:

— Portioner av atersuspenderad pellet till vilka R. solanacearum har
tillsatts (information om preparering finns i tilligg 3 B).
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— En suspension av 106 celler per ml av R. solanacearum i vatten fran
ett virulent isolat (t.ex. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; se
tillagg 3 B).

— Om mgjligt anvind dessutom DNA fran positiva kontrollprover frén
PCR-tester.

For att undvika risk for nedsmittning, preparera positiva kontroller
i en separat omgivning frin de prover som skall testas.

Provextrakten bor vara sa fria fran jord som mgjligt. Om PCR-protokoll
skall anvédndas kan det dérfor i vissa fall vara tillradligt att preparera
extraheringar fran tvéttade potatisar.

Standardiserade positiva och negativa kontrollmaterial som kan
anvéndas 1 detta test fortecknas i tillagg 3.

Metoder for rening av DNA

Anviénd positiva och negativa kontrollprover sdsom beskrivs ovan (se
tillagg 3).

Testa kontrollmaterialen exakt som provet (proven).

Det finns en rad olika metoder for att rena méal-DNA fran komplexa
provsubstrat och pa sa sitt avldgsna inhibitorer av PCR och andra
enzymreaktioner och koncentrera mal-DNA i provextraktet. Foljande
metod har optimerats for att anvéndas tillsammans med den validerade
PCR-metod som visas i tilldgg 6.

a) Metod enligt Pastrik (2000)

1) Pipettera 220 pl av lyseringsbuffert (100 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) i ett 1,5 ml Eppen-
dorf-ror.

2) Tillsatt 100 pl provextrakt och placera 1 varmeblock
eller vattenbad vid 95 °C under 10 minuter.

3) Stall roret pa kylning under 5 minuter.

4) Tillsatt 80 pl Lysozym stocklosning (50 mg lysozym per ml i
10 mM Tris HCL, pH 8,0) och inkubera vid 37 °C under
30 minuter.

5) Tillsatt 220 pl Easy DNA® 16sning A (Invitrogen), blanda vl
genom skakning och inkubera vid 65 °C under 30 minuter.

6) Tillsatt 100 pl Easy DNA® 16sning B (Invitrogen), skaka kraftigt
till fallningen svévar fritt i roret och provet ar jamnt trogfly-
tande.

7) Tillsatt 500 pl chloroform och skaka till viskositeten 6kar och
blandningen 4r homogen.

8) Centrifugera vid 15000 g under 20 minuter vid 4 °C for att
separera faserna och bilda interfasen.

9) For 6ver den ovre fasen till ett rent Eppendorf-ror.

10) Tillsdtt 1 ml 100-procentig etanol (20 °C), skaka snabbt
och inkubera under nedkylning under 10 minuter.

11) Centrifugera vid 15000 g under 20 minuter vid 4 °C och
avldgsna etanolen fran pelleten.

12) Tillsétt 500 pl 80-procentig etanol (—20 °C) och blanda genom
att vinda upp och ned pa roret.

13) Centrifugera vid 15000 g under 10 minuter vid 4 °C, spara
pelleten och avldgsna etanolen.

14) Lat pelleten lufttorka eller torka i DNA speed vac.

15) Atersuspendera pelleten i 100 pl sterilt ultrarent vatten och 1at
sta i rumstemperatur under minst 20 minuter.

16) Lagra vid —20 °C fram till anvandning for PCR.

17) Blanda ned alla eventuella vita fillningar genom centrifugering
och anvénd 5 pl av supernatanten innehallande DNA till PCR.

b) Andra metoder

Andra metoder for extraktion av DNA, t.ex. Qiagen DNeasy Plant
Kit, skulle kunna anvéndas, forutsatt att det &r belagt att de har lika
stor inverkan ndr det giller att rena DNA fran kontrollprover inne-
héllande 103-10* patogena celler per ml.
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6.2
6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5

6.3

6.3.1

6.3.2

6.3.3

6.3.4

PCR

Preparera test- och kontrollmallar for PCR enligt de validerade proto-
kollen (avsnitt VI.A.6.). Preparera en decimal utspddning av DNA-
provextrakt (1:10 i ultrarent vatten).

Preparera lamplig PCR-reaktionsblandning i en omgivning fri frén
smitta enligt de offentliggjorda protokollen (tilligg 6). Anvéndning av
multiplexa PCR-protokoll som &ven omfattar en intern PCR-kontroll
rekommenderas dér sa dr mojligt.

Tillsatt 2—5 pl DNA-extrakt per 25 pl PCR-reaktion i sterila PCR-ror
enligt PCR-protokollen (se tilldgg 6).

Blanda i ett negativt kontrollprov innehéllande PCR-reaktionsblandning
och tillsdtt ultrarent vatten av samma ursprung som det som anvéndes i
PCR-blandningen i stéllet for provet.

Placera roren i samma termocykelapparat som anvindes vid foregéende
testning och kor ldampligt optimerat PCR-program (tilligg 6).

Analys av PCR-produkten

Los PCR-kopior med agarosgelelektrofores. Anvind minst 12 pl av
amplifierad DNA-reaktionsblandning frén varje prov blandat med 3 pl
laddningsbuffert (tilligg 6) i 2,0 % (w/v) agarosgel i tris-acetat-EDTA
(TAE) buffert (tillagg 6) vid 5-8 V per cm. Anvénd en ldmplig DNA-
markdr, t.ex. 100 bp storleksmarkor.

Pavisa DNA-band genom att firga i ethidiumbromid (0,5 mg/l) under
30-60 minuter, varvid ldmpliga forsiktighetsatgérder bor vidtas vid
hanteringen av denna mutagen.

Observera det fargade gelet i kortvags-UV-genomlysning (A = 302 nm)
och sok efter amplifierade PCR-produkter av forvintad storlek (tilldgg
6) och dokumentera.

For varje ny upptéickt/nytt fall verifiera autenticiteten hos PCR-kopian
genom att utfora restriktionsenzymanalys pa ett prov av det aterstdende
amplifierade DNA genom inkubation vid optimal temperatur och under
optimal tid med en ldmplig enzym och buffert (se tilligg 6). Los de
uppdelade fragmenten genom agarosgelelektrofores, som ovan, och
observera det karakteristiska restriktionsfragmentsménstret vid UV-
genomlysning efter firgning i etidiumbromid, och jimfor med den
ouppdelade och uppdelade positiva kontrollen.

Tolkning av PCR-resultaten:

PCR-testet &r negativt om det R. solanacearum-specifika PCR-kopian
av den forvintade storleken inte upptécks i provet, men uppticks i alla
positiva kontrollprover (i fallet multiplex-PCR med plantspecifika
interna kontrollprimrar maéste en andra PCR-produkt av forvintad
storlek amplifieras med provet i fraga).

PCR-testet &r positivt om det R. solanacearum-specifika PCR-kopian av
den forvintade storleken och det forvintade restriktionsmonstret (vid
behov) upptécks, forutsatt att det inte amplifierats fran négon av de
negativa kontrollproven. Tillforlitlig bekréftelse av ett positivt resultat
kan dven erhallas genom att testet upprepas med en andra uppsittning
PCR-primrar (tilligg 6).

Anmdrkning: Inhibering av PCR kan misstinkas om den forvéntade
kopian erhalls frén det positiva kontrollprovet innehéllande R. solana-
cearum 1 vatten men negativa resultat erhalls frén positiva kontroller
med R. solanacearum i potatisextrakt. I multiplexa PCR-protokoll med
interna PCR-kontroller anges inhibering av reaktionen nér inget av de
bada kopiorna erhalls.

Nedsmittning kan misstinkas om den forvintade kopian erhalls fran en
eller flera av de negativa kontrollerna.

FISH-test

Princip

Om FISH-testet anvdnds som forsta screeningtest och resultatet ar posi-
tivt, skall ett andra screeningtest i form av isoleringstest eller IF-test
goras. Om FISH-testet anvinds som andra screeningtest och resultatet dr
positivt, kravs ytterligare testning enligt flodesschemat for att diagnosen
skall bli fullstandig.
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Anmdrkning: Anvand validerade R. solanacearum-specifika oligo-
prober (se tilligg 7). Prelimindr testning med denna metod bor mojlig-
gora reproducerbar upptéckt av minst 10310 celler av R. solanacearum
per ml som tillsétts till provextrakt som tidigare testats och gett negativt
svar.

Foljande forfarande bor helst tillimpas pa nypreparerade provextrakt
men kan dven tillimpas pa provextrakt som lagrats i glycerol vid en
temperatur av —16 till 24 °C eller —68 till —-86 °C.

Som negativa kontroller anvind portioner av provextrakt som tidigare
givit negativt svar nar de testats avseende R. solanacearum.

Som positiva kontroller preparera suspensioner innehéllande 105-10°
celler per ml av R. solanacearum biovar 2 (dvs. stam NCPPB 4156 =
PD 2762 = CFBP 3857, se tillagg 3) i 0,01 M fosfatbuffert fran en 3-5
dagar gammal kultur. Bered separata positiva kontrollglas av den homo-
loga stammen eller nagon annan referensstam av R. solanacearum, som
suspenderats i potatisextrakt, sdsom anges i tilligg 3 B.

Anvindningen av FITC-mérkt eubakteriell oligo-prob fungerar som en
kontroll av hybridiseringsprocessen, eftersom den fargar alla eubakterier
som finns i provet.

Standardiserade positiva och negativa kontrollmaterial som kan
anvéndas 1 detta test fortecknas i tilligg 3 punkt A.

Testa kontrollmaterialen exakt som provet (proverna).
7.1 Fixering av potatisextrakt

Foljande protokoll utgér ifran Wullings et al. (1998):
7.1.1 Preparera fixeringslosningen (se tillagg 7).

7.1.2  Pipettera 100 pl av varje provextrakt i ett Eppendorf-rér och centrifugera
under 7 minuteruter pa 7 000 g.

7.1.3  Avldgsna supernatanten och 16s pelleten i 200 pl fixeringsvitska som
preparerats 24 timmar tidigare. Skaka och inkubera under 1 timme i
kylskap.

7.14  Centrifugera under 7 minuter pd 7000 g, avligsna supernatanten och
atersuspendera pelleten i 75 pl 0,01 M fosfatbuffert (se tilligg 7).

7.1.5 Droppa 16 pl av de fixerade suspensionerna pa ett rent multitest-
objektglas, sdsom anges i fig. 7.1. Forse varje glas med tvé olika prover
som &r outspidda, och anvéind 10 pl for att gora en 1:100 utspadning (i
0,01 M fosfatbuffert). Den aterstdende provlosningen (49 pl) kan lagras
vid —20 °C efter tillsats av 1 volym 96-procentig etanol. Om FISH-testet
skall upprepas, avldgsna etanolen genom centrifugering, och tillsitt en
lika stor volym 0,01 fosfatbuffert (omskakas).

Fig. 7.1: FISH-glasets layout.

Prov 1 Blankprov Blankprov Blankprov Prov 2
Fonster 1 Fonster 2 Fonster 3 Fonster 4 Fonster 5
Prov 1 Blankprov Blankprov Blankprov Prov 2
Fonster 6 Fonster 7 Fonster 8 Fonster 9 Fonster 10
Téckglas 1 Tackglas 2
7.1.6 Lufttorka glasen (eller torka pa objektglastork vid 37 °C) och fixera
dem genom flambering.
Forfarandet kan pa detta stadium avbrytas, och hybridiseringen kan fort-
sdtta foljande dag. Glasen bor forvaras dammffritt och torrt i rumstempe-
ratur.
7.2 Hybridisering
7.2.1 Torka cellerna i en serie av etanol om 50 %, 80 % och 96 % under

1 minut vardera. Lufttorka glasen i en hallare for objektglas.
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Preparera en fuktkammare for inkubation genom att ticka botten av en
lufttdt behéllare med mjuk- eller filterpapper doppat i 1 x hybmix
(tilldgg 7). Preinkubera behallaren i hybridiseringsugn vid 45 °C under
minst 10 minuter.

Tillsdtt 10 pl hybridiseringslosning (tilligg 7) till 8 fonster (fonstren 1,
2,4,5,6,7,9 och 10; se figur 7.1) pa varje glas och ldmna de tva mitt-
fonstren (3 och 8) tomma.

Anbringa tickglass (24 x 24 mm) pa det forsta och de 4 sista fonstren
utan att lata ndgon luft komma emellan. Placera glasen i den redan
uppvarmda fuktkammaren och hybridisera under 5 timmar i ugn i 45 °C
i morker.

Preparera 3 bédgare innehallande 1 1 Milli Q-vatten (av molekyldrbiolo-
gisk kvalitet), 1 1 av 1 x hybmix (334 ml 3 x hybmix och 666 ml Milli
Q-vatten) och 1 1 av 1/8 x hybmix (42 ml 3 x hybmix och 958 ml Milli
Q-vatten). Preinkubera var och en i vattenbad vid 45 °C.

Avldgsna tickglasen frén glasen och placera glasen i en héllare for
objektglas.

Tvitta bort dverskott av probe genom inkubation under 15 minuter i
bégaren med 1 x hybmix vid 45 °C.

For 6ver hallaren for objektglas till 1/8 hybmix tvéattlosning och inkubera
under ytterligare 15 minuter.

Doppa glasen hastigt i Milli Q-vatten och placera dem pa filterpapper.
Avldgsna overskottsfukt genom att forsiktigt ticka ytan med filterpapper.
Pipettera 5-10 pl av inbdddningslosning som motverkar blekning (t.ex.
Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA eller liknande) pa varje
fonster och lagg ett stort tackglas (24 x 60 mm) &ver hela glaset.

Avldsning av FISH-testet

Observera glasen omedelbart i ett mikroskop utrustat for epifluorescen-
smikroskopi vid 630 eller 1000 X forstoring under oljeimmersion. Med
ett filter lampligt for fluoresceinisothiocyanat (FITC) fargas eubakterie-
cellerna (inklusive de flesta gramnegativa cellerna) i provet fluoresce-
rande grona. Med ett filter for tetrametylrodamin-5-isotiocyanat fram-
trader Cy3-infargade celler av R. solanacearum som fluroscerande roda.
Jamfor cellmorfologin med de positiva kontrollernas cellmorfologi.
Cellerna skall vara klart fluorescerande och helt firgade. FISH-testet
(avsnitt VI.A.7.) skall aterupprepas om firgningen &r avvikande. Scanna
fonstren utefter tva diametrar i rdt vinkel och runt perimetern. P4 de
prover som inte uppvisar nagra celler eller endast ett litet antal celler,
observera minst 40 mikroskopfilt.

Sok efter ljusa fluorescerande celler med morfologi som &r karakteristisk
for R. solanacearum 1 testfonstren pa testglasen (se webbplats: http://
forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intensiteten hos fluo-
rescensen skall vara likvirdig med eller storre dn fluorescensen hos den
positiva kontrollstammen. Celler med ojdmn eller ofullstédndig fargning
eller med svag fluorescens beaktas inte.

Om nedsmittning missténks skall testet upprepas. Detta kan vara fallet
om alla glas i ett parti uppvisar positiva celler pa grund av nedsmittning
av en buffert eller om positiva celler pétraffas (utanfor glasets fonster)
pa objektglasoverdraget.

FISH-testets specificitet medfor flera problem. Bestand av fluoresce-
rande celler med atypisk morfologi och korsreagerande saprofytiska
bakterier som har en liknande storlek och morfologi som R. solana-
cearum kan forekomma hos potatisar, dels i navelédndarna, dels i pelletar
av stjélksegmentet, dven om de dr mycket mer ldgfrekventa an i IF-test.

Endast fluorescerande celler med typisk storlek och morfologi tas i
beaktande.

Tolkning av FISH-resultaten:

i) Giltiga resultat fran FISH-test erhalls om klart fluorescerande grona
celler med storlek och morfologi som ér typiskt for R. solanacearum
observeras nér ett FITC-filter anvands respektive klart fluorescerande
roda celler ndr ett rodamin-filter anvinds i alla positiva kontroller
och inte i ndgon av de negativa kontrollerna. For varje prov med
ljusa fluorescerande celler med karakteristisk morfologi: bestdm
medeltalet typiska celler per mikroskopfilt och berdkna antal typiska
celler per ml atersuspenderad pellet (tilligg 4). Prover som innehéller
minst 5 X 10° typiska celler per ml atersuspenderad pellet betraktas
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som potentiellt nedsmittade. Ytterligare provtagning krévs. Prover
som innehéller farre &n 5 x 10° typiska celler per ml atersuspenderad
pellet betraktas som negativa.

ii

=

FISH-testet &r negativt om klart fluorescerande roda celler med
storlek och morfologi som ér typiskt for R. solanacearum inte obser-
veras nér rodamin-filtret anvénds, forutsatt att typiska klart fluoresce-
rande roda celler observeras i de positiva kontrollpreparaten nér
rodamin-filtret anvénds.

ELISA-test

Princip

ELISA kan endast anvdndas som ett frivilligt test som komplement
till IF, PCR eller FISH pa grund av den relativt sett laga kénsligheten
hos detta test. Om DAS ELISA anvénds &r anrikning och monoklonala
antikroppar obligatoriskt (se webbplats: http://forum.europa.eu.int/
Public/irc/sanco/Home/main). Anrikning av proverna for ELISA kan
vara anvindbart for att oka testets kénslighet, men den kan misslyckas
pa grund av konkurrens fran andra organismer i provet.

Anmdrkning: Anvand antikroppar mot R. solanacearum med validerat
ursprung (se  webbplats  http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main). Det rekommenderas att titer bestims for varje nytt parti
antikroppar. Titern definieras som den hogsta utspadning vid vilken en
optimal reaktion sker nir en suspension av 10° to 10 celler per ml av
den homologa stammen av R. solanacearum testas och nir limpliga
sekundédra antikroppkonjugat i Overensstimmelse med tillverkarens
rekommendationer anviands. Vid testningen bor antikropparna anvindas
vid en arbetsutspddning néra eller vid titern i den kommersiellt tillgdng-
liga blandningen.

Bestém titern av antikroppar i en suspension av 10° till 10¢ celler per ml
av den homologa stammen av R. solanacearum.

Ta med ett provextrakt som tidigare gett negativt svar nir det testats for
R. solanacearum och en suspension av icke-korsreagerande bakterier i
en fosfatbuffrad saltlosning (PBS) som negativa kontroller.

Som positiv kontroll anvind portioner av provextrakt som tidigare gett
negativt svar nér de testats, blandade med 103 till 10* celler per ml R.
solanacearum biovar 2 (t.ex. stam NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP
3857, se tillagg 2 A och B). For jamforelse av resultaten pé varje platta,
anvind en standardsuspension av celler per ml i PBS av solanacearum.
Sakerstill att de positiva kontrollerna ar vil étskilda pa mikrotiterplattan
fran provet (proven) under testet.

Standardiserade positiva och negativa kontrollmaterial som kan
anvéndas i detta test fortecknas i tilldgg 3 A.

Testa kontrollmaterialen exakt som provet (proven).
Tvéa ELISA-protokoll har validerats:

a) Indirekt ELISA (Robinson-Smith m.fl., 1995)

1) Anvdnd 100-200 pl portioner av provextraktet. (Upphettning
till 100 °C under 4 minuter i vattenbad eller virmeblock kan
minska icke-specifika resultat i vissa fall.)

2) Tillsatt en motsvarande volym coatingbuffert av dubbel styrka
(tilldgg 4) och skaka.

3) Tillsétt 100 ul portioner till var och en av de sista tva brunnarna
pa en mikrotiterplatta (t.ex. Nunc-Polysorp eller motsvarande)
och inkubera under 1 timme i 37 °C eller 6ver natten i 4 °C.

4) Héll ut extrakten fran brunnarna. Tvitta brunnarna tre ganger
med PBS-Tween (tilldgg 4), varvid den sista tvéttlosningen far
vara kvar i brunnarna minst 5 minuter.

5) Bered den tillimpliga utspadningen av antikroppar mot R. sola-
nacearum i blockeringsbuffert (tilligg 4). For validerade antik-
roppar som finns i handeln anvinds de rekommenderade utspad-
ningarna (vanligtvis dubbelt sa hog koncentration som titern).

6. Tillsétt 100 pl till varje brunn och inkubera under 1 timme i 37 °©
C.

7) Hall ut antikroppslésningen fran brunnarna och tvétta som ovan
(4).

8) Bered den tillimpliga utspddningen av sekundér antikropp-
alkalin fosfatas konjugat i blockeringsbuffert. Tillsdtt 100 pl
till varje brunn och inkubera under 1 timme i 37 °C.
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9.1

9.2

9) Hall ut antikroppskonjugatet fran brunnarna och tvitta som ovan
).

10) Tillsétt 100 pl alkalisk fosfatassubstratlosning (tillagg 4) till varje
brunn. Inkubera i morker vid omgivande temperatur och lds av
absorptionen vid 405 nm vid regelbundna intervaller inom 90
minuter.

b) DASI ELISA

1) Preparera ldmplig utspddning av anti-R. solanacearum polyklo-
nala immunoglobuliner i coatingbuffert pH 9,6 (tilldgg 4). Tillsétt
200 pl till varje brunn. Inkubera vid 37 °C under 4-5 timmar
eller vid 4 °C under 16 timmar.

2) Tvitta brunnarna tre ganger med PBS-Tween (tilligg 4).

Tillsdtt 190 pl provextrakt till minst 2 brunnar. Tillsdtt ocksa
positiva och negativa kontroller i tva brunnar pa varje platta.
Inkubera under 16 timmar vid 4 °C.

3) Tvitta brunnarna tre ganger med PBS-Tween (tillagg 4).

4) Preparera en lamplig utspadning av R. solanacearum-specifika
monoklonala antikroppar i PBS (tilligg 4) som &ven innehéller
0,5 % bovint serumalbumin (BSA) och tillsdtt 190 pl till varje
brunn. Inkubera vid 37 °C under 2 timmar.

5) Tvitta brunnarna tre ganger med PBS-Tween (tilldgg 4).

6) Preparera en lamplig utspiddning av antimus-antikroppar som
konjugerats med alkaliskt fosfatas i PBS. Tillsatt 190 pl till varje
brunn. Inkubera vid 37 °C under 2 timmar.

7) Tvétta brunnarna tre ganger med PBS-Tween (tilldgg 4).

8) Preparera en alkalisk fosfatassubstratlosning som innehaller 1 mg
p-nitrofenylfosfat per ml substratbuffert (tilldgg 4). Tillsétt 200 pl
till varje brunn. Inkubera i mérker vid omgivande temperatur och
lds av absorptionen vid 40 nm vid regelbundna intervaller inom
90 minuter.

Tolkning av resultaten av ELISA-testet:

ELISA-testet 4r negativt om den genomsnittliga optiska densiteten (OD)
i duplicerade provbrunnar &r < 2 x OD for den i kontrollbrunnen med
det negativa provextraktet, fOrutsatt att OD for samtliga positiva
kontroller ar 6ver 1,0 (efter 90 minuter inkubation med substratet) och
ar mer an dubbelt s& hog som den OD som erhélls for de negativa
provextrakten.

ELISA-testet ar positivt om den genomsnittliga OD i duplicerade prov-
brunnar dr > 2 x OD i brunnen med det negativa provextraktet, forutsatt
att OD for samtliga negativa kontroller & < 2 x den i de positiva
kontrollbrunnarna.

Negativa ELISA-resultat i positiva kontrollbrunnar antyder att testet inte
har utforts korrekt eller har inhiberats. Positiva ELISA-resultat i nega-
tiva kontrollbrunnar antyder att korskontaminering eller icke-specifik
antikroppsbindning har intraffat.

Biotest

Anmdirkning: Prelimindr testning med denna metod bdr mojliggdra
reproducerbar upptickt av 103-10* kolonibildande enheter av R. solana-
cearum per ml som tillsétts till provextrakt som tidigare testats och gett
negativt svar (information om prepareringen finns i tillagg 3).

Hogst kénslighetsniva for upptéckt kan forvéantas da nyligen preparerade
provextrakt anvdands och optimala tillvaxtforhallanden tillimpas.
Metoden kan emellertid med framgang tillimpas pa extrakt som har
lagrats i glycerol vid —68 till —86 °C.

Nedanstaende protokoll grundar sig pa Janse (1988):

Anvind 10 testplantor av mottagliga tomatsorter (t.ex. Moneymaker
eller sorter med motsvarande mottaglighet enligt testlaboratoriet) Detal-
jerad information om odling finns i tilligg 8. Alternativt, anvind
dggplantor (t.ex. sorten Black Beauty eller sorter med motsvarande
mottaglighet), och anvind endast plantor pa bladstadierna 2—3 upp till
full utveckling av trebladsstadiet. Tidigare studier har visat att
symtomen hos dggplantor dr mindre patagliga och utvecklas langsam-
mare. Darfor rekommenderas att tomatplantor anvénds dér s& dr mojligt.

Fordela 100 pl provextrakt mellan testplantorna.
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9.2.1

9.2.2

9.3

9.4

9.5

9.6

9.7

Inympning med en spruta

Inokulera plantornas stjdlkar just ovanfor hjartbladen med en spruta som
ar forsedd med injektionsnal (minst 23 G). Fordela provet mellan test-
plantorna.

Inokulation genom skara

Hall plantan mellan tvé fingrar, droppa med hjilp av en pipett en droppe
(ca 5-10 pl) av det uppslammade koncentrerade extraktet pa stjdlken
mellan hjértbladen och det forsta bladet.

Gor med en steril skalpell en diagonal skara ungefdr 1,0 cm lang och
ungefar lika djup som tvé tredjedelar av stjdlkens diameter med borjan
vid droppen med det koncentrerade extraktet.

Forslut skaran med sterilt vaselin fran en spruta.

Inokulera med samma teknik, 5 smaplantor med en vattensuspension av
10°-10¢ celler per ml preparerad av en 48-timmarskultur av en virulent
biovar 2-stam av R. solanacearum som positiv kontroll och med pelle-
tbuffert (tilldgg 4) som negativ kontroll. Separera de positiva och nega-
tiva kontrollplantorna fran de andra plantorna for att undvika korskonta-
minering.

QOdla testplantorna i karantdnsanldggningar upp till 4 veckor vid 25-30 °
C och med hog relativ luftfuktighet och med ldmplig bevattning for att
undvika vattenmittnad eller vissnande p& grund av vattenbrist. For att
undvika nedsmittning, inkubera positiva och negativa kontrollplantor pa
strikt separata bénkar i ett vixthus eller odlingsrum eller, vid platsbrist,
se till att hanteringen sker strikt separat. Om plantor fran olika prover
skall inkuberas titt tillsammans, separera dem med lampliga skédrmar.
Vid gddning, bevattning, inspektion och annan behandling, var noga
med att undvika korskontaminering. Det &r mycket viktigt att halla
vaxthus och odlingsrum fria fran alla skadeinsekter eftersom de kan
overfora bakterien fran prov till prov.

Sok efter symtom pa vissning, epinasti, kloros och/eller forsvagad till-
véaxt.

Isolera fran infekterade plantor (avsnitt 11.3) och identifiera renkulturer
av formodad R. solanacearum (avsnitt V1. B).

Om inga symtom observeras efter 3 veckor, utfor IF/PCR/isolering pa
ett blandprov av 1 cm stjilksegment fran varje testplanta taget ovanfor
inokulationsstillet. Om testet dr positivt, utfor plattspridning fran spad-
ningsserie (se avsnitt 4.1).

Identifiera och rena kulturerna av formodad R. solanacearum (avsnitt VI.
B).

Tolkning av resultaten av biotestet:

Giltiga resultat frdn biotest erhédlls om plantor frdn den positiva
kontrollen uppvisar typiska symtom, bakterier kan omisoleras frdn dessa
plantor och inga symtom aterfinns pa de negativa kontrollerna.

Biotestet dr negativt om testplantorna inte dr infekterade av R. solana-
cearum och under forutsittning att R. solanacearum detekterats i de
positiva kontrollerna.

Biotestet dr positivt om testplantorna &r infekterade av R. solanacearum.
IDENTIFIERINGSTEST

Identifiera renkulturer av presumtiva R. solanacearum-isolat genom att
utfora minst tvd av foljande tester baserade pd olika biologiska prin-
ciper.

Ta med kénda referensstammar nir sa ar lampligt vid varje test som
utfors (se tillagg 3).

Nirings- och enzymtest

Faststéll foljande fenotypiska egenskaper som alltid ar nédrvarande eller
franvarande i R. solanacearum enligt metoderna Lelliott och Stead
(1987), Klement m.fl. (1990), Schaad (2001).

Test Forvintat resultat

Produktion av fluorescerande pigment —

poly-p-hydroxybutyrat-inklusioner +
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22

23
24

3.1

32

33

4.2

43

4.4

5.1
5.2

5.3

6.1
6.2
6.3

Test Forvintat resultat
Oxidations-/fermenteringstest (O/F-test). O+/F—
Katalasaktivitet +
Kovacs oxidastest +
Reduktion av nitrat +
Anvindning av citrat +

Tillvaxt vid 40 °C
Tillvéxt i 1 % NaCl +
Tillvéxt i 2 % NaCl -
Arginindihydrolas-aktivitet -

Smiltning av gelatin -
Hydrolys av stérkelse -
Hydrolys av aesculin -
Levanproduktion -

IF-test

Preparera en suspension av ungefdr 109 celler per ml i IF-buffert (tilldgg
4).

Preparera en seric dubbla utspddningar av ett lampligt antiserum (se
webbplats: http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Tillimpa IF-forfarandet (avsnitt VI.A.5.).

Ett positivt IF-test erhalls om kulturen har samma IF-titer som den posi-
tiva kontrollen.

ELISA-test

Anmdrkning: Om endast tvd identifieringstest gors, anvind inget annat
serologiskt test som komplement till den hir metoden.

Preparera en suspension av ungeféar 10 celler per ml i 1 x fosfatbuffrad
koksaltlosning (tillagg 4).

Utfor ett lampligt ELISA-test med en specifik monoklonal antikropp till
R. solanacearum.

ELISA-testet &r positivt om ELISA-resultatet frén kulturen ar minst
halften sa hogt som det fran den positiva kontrollen.

PCR-test

Preparera en suspension av ungefdr 10° celler per ml i sterilt vatten av
molekyldrbiologisk kvalitet.

Upphetta 100 pl av cellsuspensionen i tillslutna ror i virmeblock eller
kokande vattenbad i 100 °C under 4 minuter. Proverna kan dérefter
lagras 1 —16 till =24 °C fram till anvéndning.

Anvénd lampliga PCR-forfaranden for att amplifiera R. solanacearum-
specifika kopior (t.ex. Seal m.fl. [1993]; Pastrik and Maiss [2000];
Pastrik m.fl. [2002]; Boudazin m.fl. [1999]; Opina m.fl. [1997], Weller
m.fl. [1999]).

En positiv identifiering av R. solanacearum erhalls om PCR-kopiorna
har samma storlek och samma RFLP (restriction fragment length poly-
morphisms) som den positiva kontrollstammen.

FISH-test
Preparera en suspension av ungefar 10°¢ celler per ml i ultrarent vatten.

Tillampa FISH-forfarandet (avsnitt VI.A.7.) med minst 2 R. solana-
cearum-specifika oligo-prober (tilldgg 7).

Ett positivt FISH-test foreligger om samma reaktioner erhalls fran
kulturen och den positiva kontrollen.

Fettsyraprofilering (FAP)
Odla kulturen pa trypticase-soja-agar (Oxoid) under 48 timmar i 28 °C.
Tillimpa ett lampligt FAP-forfarande (Janse, 1991; Stead, 1992).

Ett positivt FAP-test erhdlls om den presumtiva kulturen har samma
profil som den positiva kontrollen. Férekomsten av karakteristiska fett-
syror dr 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H och 18:1 20H, och franvaron
av 16:0 30H tyder i hog grad pa Ralstonia sp.



1998L0057 — SV — 30.07.2006 — 001.001 — 44

|D—l

7. Metoder for stamkarakterisering

Stamkarakterisering &r en av foljande metoder som rekommenderas for
varje nytt fall av isolering av R. solanacearum.

Ta med kénda referensstammar nir sa ar lampligt vid varje test som
utfors (se tillagg 3).

7.1 Biovarbestimning

R. solanacearum separeras i biovarer pa grundval av formégan att
anvidnda och/eller oxidera tre disackarider och tre hexosalkoholer
(Hayward, 1964 och Hayward m.fl. 1990). Odlingsmedier for biovartest
beskrivs i tilldgg 2. Testet kan tillimpas genom att mediet stickinoku-
leras med renkulturer av R. solanacearum-isolat och inkuberas i 28 °C.
Om mediet fordelas i sterila cellodlingsplattor med 96 brunnar (200 pl
per brunn) kan fargdndring fran olivgron till gul observeras inom 72
timmar, vilket indikerar ett positivt testresultat.

Biovar

1 2 3 4 5
Anvindning av:
Maltos - + - +
Laktos - + +
D (+) Cellobios - + - +
Mannitol - - + + +
Sorbitol - - + + -
Dulcitol - - + + -
Ytterligare test differentierar biovar 2 subfenotyper.

Biovar 2A Biovar.ZA . !.Biova.r 2 .

(viirldsvid spridning) (patraffas i Ck}lle (pétraffasol tropiska
och Colombia) omréaden)

Anvindning av trehalos - +
Anvindning av meso-inositol + -
Anvéndning av D-ribos - -
Pektolytisk aktivitet () lag lag hog

(") Se Lelliott och Stead (1987).

72 Genomiskt fingeravtryck

Molekylér differentiering av stammar av R. solanacearum-komplexet
kan astadkommas genom att flera olika tekniker anvinds, bland annat

7.2.1 RFLP-analys (restriction fragment length polymorphism) (Cook m.fl.,
1989).

7.2.2  Repetitiv sekvens-PCR med anvindning av REP-, ERIC- och BOX-
primrar (Louws m.fl., 1995; Smith m.fl., 1995).

7.2.3  AFLP-analys (amplified fragment length polymorphism) (Van der Wolf
m.fl., 1998).

73 PCR-metoder

Specifika PCR primers (Pastrik m.fl., 2002; se tilligg 6) kan anvindas
for att differentiera stammar tillhorande grupp 1 (biovar 3, 4 och 5) och
grupp 2 (biovar 1, 2A och 2T) av R. solanacearum, ursprungligen defi-
nierade genom RFLP-analys (Cook m.fl., 1989) och 16S rDNA-sekven-
sbestdmning (Taghavi m.fl., 1996).

C. VERIFIERINGSTEST

Patogenitetstestet skall utforas som en slutlig bekriftelse pa en diagnos
av R. solanacearum och for att bedoma virulensen hos kulturer identifi-
erade som R. solanacearum.

1) Bered ett inokulat av ca 10° celler per ml av en 24-48-timmarskultur
av det isolat som skall testas och en lamplig positiv kontrollstam av
R. solanacearum (t.ex. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; se
tillagg 3).
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2) Inokulera 5-10 mottagliga sma tomatplantor eller smé dggplantor pa
trebladsstadiet (se avsnitt VI.A.9).

3) Inkubera under 2 veckor i 25-28 °C med hog relativ luftfuktighet
med lamplig bevattning for att undvika vattenméttnad eller stress till
foljd av torka. Med renodlingar bor typiskt vissnande uppnas inom
14 dagar. Om inga symtom mérks efter denna period, kan det inte
fastslas att kulturen &r en patogen form av R. solanacearum.

4) Sok efter symtom pé vissning och/eller epinasti, kloros och
forsvagad tillvaxt.

5

~

Isolera fran plantor med symtom genom att avlégsna ett segment fran
stjallken ca 2 cm ovanfor inokuleringspunkten. Finfordela och
suspendera i en liten volym sterilt destillerat vatten eller 50 mM
fosfatbuffert (tillagg 4). Isolera frén suspensionen genom utspridning
eller utstryk frén spadningsserie pa ett lampligt medium, foretré-
desvis ett selektivt substrat (tilldgg 2), inkubera under 48—72 timmar
i 28 °C och observera bildandet av kolonier typiska for R. solana-
cearum.
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Tilligg 1

Laboratorier som utfor optimering och validering av protokoll

Laboratorium (') Plats Land
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Wien och Linz Osterrike
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgien
Plantedirektoratet Lyngby Danmark
Central Science Laboratory York England
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skottland
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Frankrike
Unité Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Frankrike
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Tyskland
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Tyskland
State Laboratory Dublin Irland
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bologna Italien
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosani- Verona Italien
tar1
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Nederldnderna
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Nederldnderna
Direcgdo-Geral de Protecgdo das Culturas Lissabon Portugal
Centro Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spanien
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Spanien
Sveriges lantbruksuniversitet Uppsala Sverige

(") For kontaktuppgifter for personal, se webbplats: (http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).
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a)

b)

Tilligg 2

Medier for isolering och odling av R. solanacearum

Allmiinna odlingsmedier

Ndringsagar (Nutrient Agar, NA)
Néringsagar (Difco)

Destillerat vatten

230¢g
1,01

Lds upp ingredienserna och sterilisera i autoklav i 121 °C under 15 minuter.

Jist-pepton-glukosagar (YPGA)
Jastextrakt (Difco)

Bacto pepton (Difco)
D(+)-glukos (monohydrat)
Bacto agar (Difco)

Destillerat vatten

50g
50¢g
10,0 g
150 ¢
1,01

L6s upp ingredienserna och sterilisera i autoklav i 121 °C under 15 minuter.

Sukrospeptonagar (Sucrose Peptone Agar, SPA)

Sackaros

Bacto pepton (Difco)
K,HPO,
MgSO,.7H,0

Bacto agar (Difco)
Destillerat vatten

pH 7,2-7.4

20,0 g
50¢g
0,5¢g
025¢g
150 ¢
1,01

L6s upp ingredienserna och sterilisera i autoklav i 121 °C under 15 minuter.

Kelmans tetrazolium medium

Casaminosyror (Difco)
Bacto pepton (Difco)
Dextros

Bacto agar (Difco)

Destillerat vatten

10g
10,0 g
50¢g
150¢g
1,01

L6s upp ingredienserna och sterilisera i autoklav i 121 °C under 15 minuter.

Kyl ned till 50 °C och tillsitt en filtersteriliserad 16sning av 2,3,5-trifenyl-
tetrazoliumklorid (Sigma) sé att en slutkoncentration av 50 mg per | uppnas.

Validerade selektiva odlingsmedier

SMSA-medium (Englebrecht, 1994, modifierat av Elphinstone m.fl., 1996)

Basismedium

Casaminosyror (Difco)

Bacto pepton (Difco)

Glycerol

Bacto agar (Difco) (se anmérkning 2)

Destillerat vatten

10g
10,0 g
5,0 ml
150¢g
1,01

L6s upp ingredienserna och sterilisera i autoklav i 121 °C under 15 minuter.

Kyl ned till 50 °C och tillsétt filtersteriliserade vattenstocklosningar bestdende
av foljande ingredienser for att erhélla de angivna slutkoncentrationerna.

Kristallviolett (Sigma)
Polymixin-B-Sulfat (Sigma P-1004)

5 mg per 1
600000 U (ca 100 mg) per 1
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<)

Bacitracin (Sigma B-0125) 1250 U (ca 25 mg) per 1
Kloramphenicol (Sigma C-3175) 5 mg per 1

Penicillin-G (Sigma P-3032) 825 U (ca 0,5 mg) per 1
2,3,5-trifenyl-tetrazoliumklorid 50 mg per |

(Sigma)

Anmdrkning:

1. Anvéndning av andra reagens 4n dem som anges ovan kan paverka till-
véxten hos R. solanacearum.

2. Oxoid agar (nr 1) kan anvéndas i stillet for Bacto-agar (Difco). Tillvixten
hos R. solanacearum kan da bli langsammare, men tillvixten hos konkur-
rerande saprofyter kan ocksé reduceras. Typiska kolonier av R. solana-
cearum kan ta 1-2 dagar langre att bildas, och den roda fargen kan bli
ljusare och mer diffus 4n pa Bacto agar.

3. Om koncentrationen av bacitracin 6kas till 2500 U per 1 kan populatio-
nerna av konkurrerande bakterier minska utan att tillvixten hos R. solana-
cearum paverkas.

Lagra medierna och stocklosningarna av antibiotika i 4 °C i morker och
anvind inom en manad.

Plattorna bor vara fria fran ytkondensation fore anviandning.
Undvik att plattorna torkar alltfor mycket.

En kvalitetskontroll bor utforas efter prepareringen av varje nytt parti medier
genom att plattodla en suspension av en referensodling av R. solanacearum
(se tilldgg 3) och observera bildandet av typiska kolonier efter inkubation vid
28 °C under 2—5 dagar.

Validerade anrikningsmedier
SMSA-buljong (Elphinstone m.fl., 1996)
Preparera pa samma sétt som SMSA selektivt agarmedium men uteslut Bacto-

agar och 2,3,5-tetrazoliumklorid.

Modifierad Wilbrink-buljong (Caruso m.fl., 2002)

Sackaros 10g
Proteos-pepton S5g
K,HPO, 0,5¢
MgSO, 025¢g
NaNO, 025¢g
Destillerat vatten 1,01

Sterilisera i autoklav vid 121 °C under 15 minuter och kyl ned till 50 °C.

Tillsatt antibiotiska stocklosningar som for SMSA-buljong.
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Tilligg 3

A. Standardiserade kontrollmaterial tillgéingliga i handeln
a) Bakterieisolat

Foljande bakterieisolat rekommenderas som standardreferensmaterial,
antingen som positiva kontroller (tabell 1) eller under optimeringen av
tester for att undvika korskontamineringar (tabell 2). Alla stammar finns
tillgéngliga i handeln pé foljande stillen:

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

2. Culture Collection of the Plant Protection Service (PD), Wageningen,
Nederlénderna.

3. Collection Frangaise de Bactéries Phytopathogeénes (CFBP), INRA
Station Phytobactériologie, Angers, Frankrike.

Tabell 1. SMT-referenslista for isolat av R. solanacearum

NCPPB-kod SM:DI Andra koder Ursprungsland Biovar
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egypten 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4582, 550, EURS21 Turkiet 2
NCPPB 857 12 CFBP 4585, Pr 1140, EURS26 England 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Cypern 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Sverige 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgien 2
NCPPB 4156 (*) 71(*) | PD 2762, CFBP 3857 Nederlédnderna 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Frankrike 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80 Portugal 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Spanien 2
NCPPB 4161 76 B3B Tyskland 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 USA 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Costa Rica 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, Colombia 2
SEQ205

NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T

NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brasilien 2T

NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, Peru 3
SEQ225

NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, Australien 3
HAYO0131a

NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, Sri Lanka 4
CMIb2861

NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filippinerna 4

NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 Kina

(*) Anvind en standardreferensstam av R. solanacearum biovar 2 (ras 3).

Anmdrkning: Autenticiteten hos de ovan ndmnda stammarna kan garan-
teras endast om de erhélls fran en autentisk kultursamling.
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Tabell 2. SMT referenspanel av serologiskt eller genetiskt besldktade
bakterier for anvindning vid optimering av detektionstester.

NCPPB-kod SMr Annan kod Identifiering
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (')
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. margi-

nalis (')

NCPPB 4164 - CFBP 2227 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 4165 - CFBP 2459 Ralstonia pickettii (*)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii ()

CSL Pr1150
NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (")

PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (")
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli (*)
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae (*)
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (*)
NCPPB 3726 59 CFBP 3568 Banana Blood Disease-

bakterie (") ?) ()

NCPPB 4168 61 CFBP 4619 Enterobacter sp. (')

IPO S339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp. (")
NCPPB 4170 63 CFBP 4621 Ochrobactrum anthropi (*) (*)

IPO S306
NCPPB 4171 64 CFBP 4622 Curtobacterium sp. (*) (%)

IPO 1693
NCPPB 4172 65 1PO 1696a Pseudomonas sp. (")
NCPPB 4173 - PD 2318 Aureobacterium sp. (?)
NCPPB 4174 81 IVIA 1844,06 Flavobacterium sp. (') ()

(") Potentiell korsreagerande stam i serologiska tester (IF och/eller ELISA) med polyklonala antiserum.

(® Stam frén vilken PCR-kopia kan amplifieras i vissa laboratorier av storlek liknande den som forvéntas vid anviand-
ning av de specifika primrarna OLI-1 och Y-2 (se tilligg 6).

(*) Kan korsreagera i de flesta test, ndgot som dock endast har observerats pa bananplanta i Indonesien.

b

~

Standardiserade kontrollmaterial tillgéngliga i handeln
Féljande standardkontrollmaterial kan fas fran NCPPB:s kultursamling.

Frystorkade pelletar av potatisextrakt fran 200 friska potatiskndlar som
negativa kontroller for alla tester.

Frystorkade pelletar av potatisextrakt fran 200 friska potatiskndlar innehal-
lande 103-10* och 10*-10° celler R. solanacearum biovar 2 (t.ex. stam
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) som positiva kontroller for sero-
logiska tester och PCR-tester. Eftersom cellernas livskraft pdverkas under
frystorkning, dr dessa inte ldmpliga som standardkontroller for isolerings-
eller biotest.

Formalinfixerade suspensioner av R. solanacearum biovar 2 (stam
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) vid 109 celler per ml som posi-
tiva kontroller for serologiska test.

B. Preparering av positiva och negativa kontroller for de huvudsakliga
screeningtesterna PCR/IF och FISH

Framstill en 48-timmarskultur av en virulent stam av virulent ras 3, biovar 2-
stam av R. solanacearum (t.ex. stam NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857)
péd SMSA-basismedium och suspendera i 10 mM fosfatbuffert for att erhélla
en celltithet av omkring 2 x 10 kolonibildande enheter per ml. Detta erhélls
vanligtvis genom en svagt grumlig suspension med en optisk densitet av 0,15
vid 600 nm.

Avligsna naveldndarna frén 200 kndlar tagna frdn en odling som &r kénd for
att vara fri fran R. solanacearum och dar potatis med vitt skal odlas.
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Behandla naveldndarna pé vanligt sétt och suspendera pelleten i 10 ml.

Preparera 10 sterila 1,5 ml mikrorér med 900 pl av den atersuspenderade
pelleten.

Overfor 100 pl av suspensionen av R. solanacearum till det forsta mikrororet.
Skaka.

Faststdll decimala kontamineringsnivaer genom ytterligare spadning i de
andra fem mikroréren.

De sex nedsmittade mikrordren anvinds som positiva kontroller. De fyra
icke-nedsmittade mikroréren anvinds som negativa kontroller. Mérk mikro-
roren i overensstimmelse hdrmed.

Preparera portioner pa 100 pl i steril 1,5 ml mikrordr och erhéll pa sa sétt 9
repliker av varje kontrollprov. Lagra i —16 till —24 °C fram till anvéndning.

Forekomsten och kvantifieringen av R. solanacearum i kontrollproverna bor
forst bekraftas via IF.

For PCR-testet, gor DNA-extraktion fran de positiva och negativa kontroll-
proven for varje serie av testprover.

For IF- och FISH-testen, gor testerna pa de positiva och negativa kontroll-
proven for varje serie av testprover.

For IF-, FISH- and PCR-testerna skall R. solanacearum pavisas i minst 100—
10* celler/ml i de positiva kontrollerna och inte i ndgon i de negativa kontrol-
lerna.
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Tilligg 4

Buffertar for testforfaranden

ALLMAN ANMARKNING: O6ppnade steriliserade buffertar kan forvaras i upp
till ett ar.

1. Buffertar for extraktionsforfarande
1.1 Extraktionsbuffert (50 mM fosfatbuffert, pH 7,0)

Denna buffert anvinds for extraktion av bakterien fran plantvdvnader
genom homogenisering eller skakning.

Na,HPO, (vattenfri) 426¢g
KH,PO, 2,72 g
Destillerat vatten 1,00 1

Los upp ingredienserna, kontrollera pH och sterilisera i autoklav 1 121 °C
under 15 minuter.

Ytterligare komponenter kan vara av nytta enligt foljande:

Syfte Kvantitet (per )
Flingor av lubrol Deflockulering (*) 05¢g
DC-silikonskumdédmpning Skumddmpningsmedel (*) 1,0 ml
Tetranatriumpyrofosfat Antioxidant 10g
Polyvinylpyrrolidon-40000 Bindning av PCR-inhibitorer S0g

(PVP-40)
(*) Anvinds med homogeniseringsextraktionsmetod.
1.2 Pelletbuffert (10 mM fosfatbuffert, pH 7,2)

Denna buffert anvénds for atersuspension och utspddning av extrakt av
naveldndar frén potatisknolar efter koncentration till en pellet foljd av

centrifugering.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 04¢g
Destillerat vatten 1,01

L&s upp ingredienserna, kontrollera pH och sterilisera i autoklav i 121 °C
under 15 minuter.

2. Buffertar for IF-test
2.1 IF-buffert (10 mM fosfatbuffrad saltlosning (PBS), pH 7,2)

Denna buffert anvinds for utspadning av antikroppar.

Na,HPO,.12H,0 27¢g
NaH,PO,.2H,0 04¢g
NaCL 80g
Destillerat vatten 1,01

Los upp ingredienserna, kontrollera pH och sterilisera i autoklav i 121 °C
under 15 minuter.

2.2 IF-buffert — Tween
Denna buffert anvinds for att tvitta objektglas.

Tillsétt 0,1 % Tween 20 till IF-bufferten.
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23

3.1

32

33

3.4

35

Fosfatbuffrad glycerol, pH 7,6

Denna buffert anvinds som monteringsvitska pa fonstren av IF-glas for

att forbéttra fluorescensen.

Na,HPO,.12H,0
NaH,PO,.2H,0
Glycerol

Destillerat vatten

32¢g

0,15¢g
50 ml
100 ml

Inbaddningslosning som motverkar blekning finns i handeln, t.ex. Vectas-
hield® (Vector Laboratories) och Citifluor® (Leica).

Buffertar for indirekt ELISA-test

Coatingbuftert av dubbel styrka, pH 9,6.

Na,CO,
NaHCO,

Destillerat vatten

6,36 g
11,72 ¢g
1,001

Los upp ingredienserna, kontrollera pH och sterilisera i autoklav i 121 °C

under 15 minuter.

Natriumsulfit (0,2 %) kan vid behov tillséttas som antioxidationsmedel for
att forhindra uppkomst av oxiderade aromatiska foreningar.

10 x fosfatbuffrad saltlosning (PBS), pH 7,4

NaCL

KH,PO,
Na,HPO,.12H,0
KCl1

Destillerat vatten

PBS-Tween

10X PBS
10 % Tween 20

Destillerat vatten

80,0 g
20g
29,0 g
20¢g
1,01

100 ml
5 ml
895 ml

Blockerings- (antikropps-)buffert (maste vara nyberedd).

10X PBS
Polyvinylpyrrolidon-44000 (PVP-
44)

10 % Tween 20
Mjélkpulver

Destillerat vatten

10,0 ml
20¢g

0,5 ml
0,5¢g
fyll upp till 100 ml

Alkalisk fosfatas-substratlosning, pH 9,8

Dietanolamin

Destillerat vatten

97 ml
800 ml

Blanda och justera till pH 9,8 med koncentrerad HCL.

Fyll upp till 1 liter med destillerat vatten.

Tillsdtt 0,2 g Mg Cl,

Los 2 tabletter a 5 mg av fosfatassubstrat (Sigma) per 15 ml 16sning.
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43

44

Buffertar for DASI ELISA-test
Coatingbuffert, pH 9,6.

Na,CO, 1,59 ¢
NaHCO, 293 ¢
Destillerat vatten 1000 ml

Los upp ingredienserna och kontrollera pH 9,6.
10X fosfatbuffrad saltlosning (PBS), pH 7,2-7,4

NaCl 80,0 g
NaH,PO,.2H,0 40g
Na,HPO,.12H,0 27,0 g
Destillerat vatten 1000 ml
PBS-Tween

10X PBS 50 ml
10 % Tween 20 S ml
Destillerat vatten 950 ml

Coatingbuffert, pH 9,8

Dietanolamin 100 ml
Destillerat vatten 900 ml

Blanda och justera till pH 9,8 med koncentrerad HCI.
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Tilligg 5

Bestimning av kontamineringsniva i IF- och FISH-tester

1. Rédkna medeltalet typiska fluorescerande celler per synligt filt (c).

. Beridkna antalet typiska fluorescerande celler per objektglasfonster (C).

C=cxS/s
dir S = multispotglasets fonsteryta
och s = objektivfiltets yta

s =mi%4G2K?  dar i

synfaltskoefficient (varierar fran 8 till 24
beroende pa typen av okular)

K = tubkoefficient (1 eller 1,25)
G = objektivets forstoring (100 %, 40 x osv.)

. Beridkna antalet typiska fluorescerande celler per ml atersuspenderad pellet (N)

N=C x1000/y x F
dir y = volym av atersuspenderad pellet pa varje fonster

och F = den atersuspenderade pelletens utspadningsfaktor
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Tilldgg 6

Validerade PCR-protokoll och PCR-reagens

Anmdrkning: Preliminér testning bor mojliggora reproducerbar upptéackt av minst
103-10* celler av R. solanacearum per ml provextrakt.

Den preliminéra testningen bor dessutom inte visa nagra falska positiva resultat
med en grupp utvalda bakteriestammar (se tillagg 3).

1.
1.1

1.2

1.3

1.4

2.1

PCR-protokoll fran Seal m.fl. (1993)
Oligonukleotidprimrar

Forward primer OLI-1 5-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3'

Reverse primer Y-2 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-
37

Forvéantad kopiestorlek fran R. solanacearum templat-DNA = 288 bp

PCR-reaktionsblandningen

Reagens Kvantitet per reaktion Slutlig koncentration

Sterilt ultrarent vatten 17,65 ul
10 x PCR-buffert (') (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
dNTP-blandning (20 mM) 0,25 ul 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 uM) 1,25 ul 1 uM
Primer Y-2 (20 uM) 1,25 pl 1 uM
Taq polymeras (5 U/ul) (*) 0,1 pl 0,5U
Provvolym 2,0 ul

Total volym: 25 ul

(") Metoden validerades med Tag polymeras fran Perkin Elmer (AmpliTaq) och Gibco BRL.

PCR-reaktionsbetingelser

Kor foljande program:

1 cykel: i) 2 minuter vid 96 °C (denaturering av DNA-
templat)

35 cykler: i) 20 sekunder vid 94 °C (denaturering av DNA-
templat)

iii) 20 sekunder vid 68 °C (pakoppling av primers)
iv) 30 sekunder vid 72 °C (forlangning av kopia)
1 cykel: V) 10 minuter vid 72 °C (slutlig forlangning)

vi) hall temperaturen vid 4 °C.

Anmdirkning: Detta program optimerades for anviandning med en
Perkin Elmer 9600 termocykel. Vid anvdndning av andra modeller kan

Restriktionsenzymanalys av kopian

PCR-produkter som amplifierats fran R. solanacearum-DNA producerar
distinkt RFLP (restriction fragment length polymorphism) med enzymet
Ava 11 efter inkubation vid 37 °C.

PCR-protokoll fran Pastrik och Maiss (2000)

Oligonukleotidprimrar

Forward primer Ps-1 5'- agt cga acg gca gcg ggg g -3’

Reverse primer Ps-2  5'- ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca -3’

Forvéntad kopiestorlek frén R. solanacearum templat-DNA = 553 bp.
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23

24

3.1

PCR-reaktionsblandning

Reagens Kvantitet per reaktion Slutlig koncentration

Sterilt ultrarent vatten 16,025 pl
10 x PCR-buffert (*) 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktion V) (10 %) 0,25 pl 0,1 %
d-nTP-blandning (20 mM) 0,125 pul 0,1 mM
Primer Ps-1 (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Primer Ps-2 (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Taq polymeras (5 U/ul) (!) 0,1 pl 05U
Provvolym 5,0 pl

Total volym: 25,0 pl

(") Metoderna validerades med Tug polymeras fran Perkin Elmer (AmpliTaq) och Gibco BRL.

Anmdirkning: Ursprungligen optimerad for MJ Research PTC 200 termocykel med Gibco Taq Poly-

meras.

Perkin Elmer AmpliTaq och buffert kan 4ven anvéndas i samma koncentrationer.

PCR-reaktionsbetingelser

Kor foljande program:

1 cykel: i) 5 minuter vid 95 °C (denaturering av DNA-
templat)

35 cykler: i) 30 sekunder vid 95 °C (denaturering av DNA-
templat)

ii) 30 sekunder vid 68 °C (pakoppling av primers)
iv) 45 sekunder vid 72 °C (forlangning av kopia)

1 cykel: V)
vi) hall temperaturen vid 4 °C.

5 minuter vid 72 °C (slutlig forldngning)

Anmdrkning: Detta program &r optimerat for anvidndning med en MJ
Research PTC 200 termocykel. Vid anvdndning av andra modeller kan

Restriktionsenzymanalys av kopian

PCR-produkter som amplifierats fran R. solanacearum-DNA producerar
distinkt RFLP (restriction fragment length polymorphism) med enzymet
Taq 1 efter inkubation vid 65 °C under 30 minuter. De restriktionsfrag-
ment som erhéllits fran fragment specifika for R. solanacearum ar 457 bp
och 96 bp i storlek.

Multiplexa PCR-protokoll med intern PCR-kontroll (Pastrik m.fl.,
2002)

Oligonukleotidprimrar

5'- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA
-3

5'- CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3'

5'- AAC TTA AAG GAATTG ACG GAA G -
31

5'- GCATCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC
-3

Forward primer RS-1-F

Reverse Primer RS-1-R
Forward primer NS-5-F

Reverse Primer NS-6-R

Forviantad kopiestorlek fran R. solanacearum templat-DNA = 718 bp
(RS-primerset).

Forvéantad kopiestorlek fran 18S rRNA intern PCR-kontroll = 310 bp
(NS-primerset).
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33

34

4.1

PCR-reaktionsblandning

Reagens Kvantitet per reaktion Slutlig koncentration

Sterilt ultrarent vatten 12,625 pl
10 x PCR-buffert (') (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktion V) (10 %) 0,25 pl 0,1 %
d-nTP-blandning (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer RS-1-F (10 pM) 2,0 pl 0,8 uM
Primer RS-1-R (10 pM) 2,0 pl 0,8 uM
Primer NS-5-F (10 uM) (%) 0,15 pul 0,06 uM
Primer NS-6-R (10 uM) (%) 0,15 pl 0,06 uM
Taq polymeras (5 U/ul) (*) 0,2 ul 1,0 U
Provvolym 5,0 pl

Total volym: 25,0 pl

(") Metoderna validerades med Tag polymeras fran Perkin Elmer (AmpliTaq) och Gibco BRL.

(®) Koncentrationen av primrarna NS-5-F och NS-6-R optimerades for extraktion av potatisars naveldndar med
anvidndning av homogeniseringsmetoden och DNA-rening enligt Pastrik (2000) (se avsnitt VI.A.6.1.a.). Reopti-
mering av reagenskoncentrationerna kriavs om extraktion genom skakning eller andra metoder for isolering av

DNA anvinds.

PCR-reaktionsbetingelser

Kor foljande program:

1 cykel: i) 5 minuter vid 95 °C (denaturering av DNA-
templat)

35 cykler: i) 30 sekunder vid 95 °C (denaturering av DNA-
templat)

iii) 30 sekunder vid 58 °C (pékoppling av primers)
iv) 45 sekunder vid 72 °C (forldngning av kopia)

1 cykel: V) 5 minuter vid 72 °C (slutlig forlangning)
vi) héll temperaturen vid 4 °C.

Anmdrkning: Detta program &r optimerat for anvdndning med en MJ
Research PTC 200 termocykel. Vid anvdndning av andra modeller kan

Restriktionsenzymanalys av kopian

PCR-produkter som amplifierats fran R. solanacearum-DNA producerar
distinkt RFLP (restriction fragment length polymorphism) med enzymet
Bsm 1 eller en Isoschizomer (t.ex. Mva 1269 1) efter inkubation vid 65 °C
under 30 minuter.

R. solanacearum biovar-specifika PCR-protokoll (Pastrik m.fl., 2001)
Oligonukleotidprimrar

Forward primer Rs-1-F g:- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA -
Reverse Primer Rs-1-R  5'- CCC AGT CAC GGC AGA GAC T -3’
Reverse Primer Rs-3-R  5'- TTC ACG GCA AGA TCG CTC -3’
Forvéntad kopiestorlek fran R. solanacearum templat-DNA:

med Rs-1-F/Rs-1-R = 718 bp

med Rs-1-F/Rs-3-R = 716 bp
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4.4

PCR-reaktionsblandningen.

a) Biovar 1/2-specifik PCR

Reagens Kvantitet per reaktion Slutlig koncentration

Sterilt ultrarent vatten 12,925 pul
10 x PCR-buffert (*) 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktion V) (10 %) 0,25 pul 0,1 %
d-NTP-blandning (20 mM) 0,125 ul 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 uM) 2 ul 0,8 uM
Primer Rs-1-R (10 uM) 2 ul 0,8 uM
Taq polymeras (5 U/ul) (") 0,2 pl 10
Provvolym 5,0 ul

Total volym: 25,0 pl

(") Metoderna validerades med 7aq polymeras frén Perkin Elmer (AmpliTaq) och Gibco BRL.

b) Biovar 3/4/5-specifik PCR
Reagens Kvantitet per reaktion Slutlig koncentration

Sterilt ultrarent vatten 14,925 pul
10 x PCR-buffert (") 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktion V) (10 %) 0,25 pul 0,1 %
dNTP-blandning (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 uM) 1 pl 0,4 pM
Primer Rs-3-R (10 pM) 1l 0,4 pM
Taq polymeras (5 U/ul) () 0,2 ul 1U
Provvolym 5,0 pl

Total volym: 25,0 ul

(") Metoderna validerades med 7aq polymeras fran Perkin Elmer (AmpliTaq) och Gibco BRL.

PCR-reaktionsbetingelser

Kor foljande program for bade biovar 1/2- och biovar 3/4/5-specifika
reaktioner:

1 cykel: i) 5 minuter vid 95 °C (denaturering av DNA-
templat)

35 cykler: i) 30 sekunder vid 95 °C (denaturering av DNA-
templat)

iii) 30 sekunder vid 58 °C (pékoppling av primers)
iv) 45 sekunder vid 72 °C (forlangning av kopia)

1 cykel: v) 5 minuter vid 72 °C (slutlig forlangning)

vi) hall temperaturen vid 4 °C.

Anmdrkning: Detta program optimerades for anvidndning med en MJ
Research PTC 200 termocykel. Vid anvdndning av andra modeller kan

Restriktionsenzymanalys av kopian

PCR-produkter som amplifierats fran R. solanacearum-DNA med anvénd-
ning av primrarna Rs-1-F och Rs-1-R  producerar distinkt RFLP
(restriction fragment length polymorphism) med enzymet Bsm 1 eller en
Isoschizomer (t.ex. Mva 1269 1) efter inkubation vid 65 °C under 30
minuter. PCR-kopior som amplifierats fran R. solanacearum-DNA med
anvindning av primrarna Rs-1-F och Rs-3-R har inga sekvenser som
kénns igen av restriktionsenzymer.
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Preparering av laddningsbuffert
Bromtymolblatt (10-procentig stocklosning)

Bromtymolblatt Sg
Destillerat vatten (dubbeldestillerat) 50 ml

Laddningsbuffert
Glycerol (86 %) 3,5ml
Bromtymolblatt (5,1) 300 pl

Destillerat vatten (dubbeldestillerat) 6,2 ml

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

Tris-buffert 48,40 g
Iskall dttiksyra 11,42 ml
EDTA (dinatriumsalt) 3,72 g
Destillerat vatten 1,00 1

Spéd till 1 x fore anvindning.

Finns dven att kopa i handeln (t.ex. Invitrogen eller motsvarande).
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Tilligg 7

Validerade reagens for FISH-test

. Oligo-prober

R. solanacearum-specifik prob OLI-1-CY3 5'- GGC AGG TAG CAA GCT
ACC CCC-3’

Icke-specifik eubakteriell prob EUB-338-FITC 5'- GCT GCC TCC CGT AGG
AGT-3’

. Fixeringslosning

(VARNING! FIXERINGSVATSKAN INNEHALLER PARAFORMALDEHYD,
SOM AR GIFTIGT. BAR HANDSKAR OCH ANDAS INTE IN GASEN. DET
AR TILLRADLIGT ATT ARBETA I ETT DRAGSKAP]

i) Upphetta 9 ml vatten av molekylérbiologisk kvalitet (t.ex. ultrarent vatten)
till ca 60 °C och tillsdtt 0,4 g paraformaldehyd. Paraformaldehyden 16ses
efter tillsats av 5 droppar IN NaOH och omroming med magnetomrorare.

i) Justera pH till 7,0 genom tillsats av 1 ml 0,1 M fosfatbuffert (pH 7,0)
och 5 droppar IN HCIL. Kontrollera pH med indikatorpapper och justera
vid behov med HCI eller NaOH. (VARNING! ANVAND INTE EN PH-
MATARE 1 VATSKOR MED PARAFORMALDEHYD.]

iii) Filtrera 16sningen genom ett 0,22 pm membranfilter och forvara dammfritt
14 °C fram till anvdndning.

. 3 x Hybmix
NaCl 2,7M
Tris-HCI 60 mM (pH 7,4)
EDTA (filter steriliserat och autoklaverat) 15 mM

Spéd till 1 x i enlighet med kraven.

. Hybridiseringslosning

1 x Hybmix

Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,01 %
Formamid 30 %
prob EUB 338 S ng/ul
prob OLI-1 eller OLI-2 5 ng/pl

Preparera de kvantiteter av hybridiseringslosning som anges i berdkningarna i
tabellen. For varje glas (innehéllande 2 olika prover i duplikat) krdvs 90 pl
hybridiseringslésning. OBS! FORMAMID AR MYCKET GIFTIGT! ANVAND
HANDSKAR OCH VIDTA NODVANDIGA FORSIKTIGHETSATGARDER!

Tabell 1: Foreslagna kvantiteter for preparering av hybridiseringslosning.

Antal glas: 1 4 6 8 10
Sterilt ultrarent vatten 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
3 x hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1 % SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamid 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
Probe EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Probe OLI -1 eller OLI-2 (100 ng/pl) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Total volym (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Anmdrkning: Lagra alla 16sningar innehallande ljuskénsliga oligo-prober morkt i —20 °C.

Skydda mot direkt solljus eller elektriskt ljus vid anvéndning.
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YM1
5. 0,1 M fosfatbuffert, pH 7,0
Na,HPO, 8,52 ¢g
KH,PO, 544 ¢
Destillerat vatten 1,00 1

Lés upp ingredienserna, kontrollera pH och sterilisera i autoklav i 121 °C
under 15 minuter.
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Tilligg 8

Aggplant- och tomatkulturer

Sa froer av tomat (Lycopersicon esculentum) eller dggplanta (Solanum melo-
ngena) 1 steril sdjord. Froplantorna utplanteras i steril planteringsjord dé hjart-
bladen dr helt utvecklade (10 till 14 dagar).

Aggplantor eller tomater bor odlas i vixthus under foljande miljoforhallanden
fore inympning:

Dagslangd 14 timmar eller naturlig dagsldngd om langre
Temperatur: dag 21-24 °C

natt 14-18 °C.
Mottaglig tomatsort: ”Moneymaker”

Mottaglig dggplantssort: “Black Beauty”

For leverantorer, se webbplats (http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/
sanco/Home/main)
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BILAGA 1l

1. Varje gang det foreligger misstanke om att skadegéraren forekommer och ett
eller flera positiva screeningtest har genomforts for det fortecknade véxtmate-
rialet eller i alla andra fall enligt den metod som anges i bilaga II, bor, i
avvaktan pa bekriftelse eller vederldggning genom slutférande av den ndmnda
metoden, bevaras och forvaras pa lampligt sétt tills metoden har slutforts

— alla de knolar, och om mgjligt plantor, fran vilka prover har tagits,

— allt kvarvarande extrakt och ytterligare forberett material for screeningtest
(er), t.ex. immunofluorescensglas,

— all relevant dokumentation,
fram till slutférandet av de ndmnda metoderna.
Genom bevaring av kndlarna kan vid behov sorttester goras.

2. Om forekomst av skadegoraren bekriftas, bor bevaras och forvaras pa lampligt
satt

— det material som specificeras i punkt 1,
och

— ett prov av det infekterade tomat- eller dggplantematerialet inokulerat med
knol- eller plantextrakt, i forekommande fall,

och
— den isolerade kulturen av skadegdraren,

fram till minst en manad efter anmélan enligt forfarandet i artikel 5.2.
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BILAGA IV

Foljande skall, nér sd &r lampligt, ingé i den utredning som anges i artikel 5.1 a i:

i)

ii)

Produktionsplatser

— dér potatis odlas eller har odlats ur kloner som ar nirbesliaktade med
potatis som har visat sig vara smittad av skadegdraren,

— dér tomater odlas eller har odlats, vilka har samma hérstamning som
tomater som har visat sig vara smittade av skadegdraren,

— dér potatis eller tomater odlas eller har odlats vilka har satts under officiell
kontroll darfor att det missténks att skadegéraren férekommer,

— dér potatis odlas eller har odlats ur kloner som &r narbesliktade med
potatis som har véxt pa produktionsplatser som befunnits vara infekterad
av skadegoraren,

— dér potatis eller tomater odlas i nirheten av infekterade produktionsplatser,
inklusive anknytning via produktionsutrustning och produktionsanord-
ningar som delas direkt eller genom en gemensam entreprendr,

— dér det for bevattning eller besprutning anvinds ytvatten fran nagon kélla
som har bekréftats vara eller som misstinks vara infekterad av skadego-
raren,

— dér det for bevattning eller besprutning anvinds ytvatten fran en kélla som
dven anvdnds pa produktionsplatser som har bekriftats vara eller som
missténks vara infekterad av skadegoraren,

— som &r oversvimmade eller har 6versvimmats av ytvatten som bekriftats
eller misstanks vara infekterad av skadegoraren.

Ytvatten som anvénds for bevattning eller besprutning av, eller som har dver-
svammat det eller de falt eller den eller de produktionsplatser som har bekraf-
tats vara smittade av skadegoraren.
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BILAGAV

1. Foljande skall beaktas vid bestdmningen av hur omfattande den troliga smitta
som avses i artikel 5.1 a iii och 5.1 c iii &r:

— Det fortecknade vaxtmaterial som har odlats pad en produktionsplats som
forklaras smittad enligt artikel 5.1 a ii.

— Den eller de produktionsplatser med anknytning till produktionen av det
fortecknade vixtmaterial som har forklarats smittat i enlighet med
artikel 5.1 a ii, inklusive anknytning via produktionsutrustning och anord-
ningar som delas direkt eller genom en gemensam entreprendr.

— Det fortecknade véxtmaterial som har producerats péa en eller flera sadana
produktionsplatser som avses i foregaende strecksats, eller som har forva-
rats pa en eller flera sddana produktionsplatser under den tid da det
fortecknade véxtmaterial som har forklarats smittat i enlighet med
artikel 5.1 a ii befann sig pa de produktionsplatser som avses i forsta
strecksatsen.

— Anléggningar som hanterar det fortecknade véxtmaterialet fran de produk-
tionsplatser som avses i ovanndgmnda strecksatser.

— Alla maskiner, fordon, fartyg, lager, eller delar av dessa, och alla andra
foremal, inklusive forpackningsmaterial, som kan ha kommit i kontakt
med det fortecknade véxtmaterial som har forklarats smittat i enlighet med
artikel 5.1 a ii.

— All vixtmaterial som har lagrats i, eller kommit i kontakt med, nagot av
de foremal som anges i foregdende strecksats innan dessa foremal hade
rengjorts och sanerats.

— Till f6ljd av den undersdkning och de test som avses i artikel 5.1 a i, i
friga om potatis, de knolar eller plantor som har ett syster- eller moderfor-
héllande genom kloning och i friga om tomater de plantor med samma
kélla som det fortecknade véxtmaterial som har forklarats smittat i enlighet
med artikel 5.1 a ii och som trots att det kan ha givit negativt svar nér det
testats for skadegdraren, sannolikt ar smittat via ett kloningssamband. Sort-
tester kan goras for att styrka identiteten hos de knolar eller plantor som é&r
smittade och som kommer ur kloner som dr nirbesliktade.

— Den eller de produktionsplatser for det fortecknade véxtmaterial som avses
i foregdende strecksats.

— Den eller de produktionsplatser for det fortecknade véxtmaterialet dar det
for bevattning eller besprutning anvinds sddant vatten som har forklarats
smittat i enlighet med artikel 5.1 c ii.

— Det foretecknade véxtmaterial som produceras pa filt som dversvammats
av ytvatten som bekriftats vara smittat.

2. Foljande skall beaktas vid faststéllandet av den mdjliga spridning som avses i
artikel 5.1 a iv och 5.1 c iii:

i) For fall som behandlas i artikel 5.1 a iv:

— Narheten till andra produktionsplatser déar det fortecknade véxtmate-
rialet odlas.

— Den gemensamma produktionen och anvédndningen av partierna av
utsddespotatis.

— Produktionsplatser som anvénder ytvatten for bevattning eller besprut-
ning av fortecknat véxtmaterial i fall da det finns eller har funnits en
risk for ytvattenstromningar frén eller 6versvimning av den eller de
produktionsplatser som har forklarats smittade i enlighet med artikel 5.1
aii.

ii) For fall da ytvattnet har forklarats smittat i enlighet med artikel 5.1 c ii
skall foljande beaktas:

— Produktionsplatser dar det produceras fortecknat vaxtmaterial och som
gransar till eller riskerar att bli dversvimmade av ytvatten som har
forklarats smittat.

— Alla étskilda bevattningsdammar som ar forbundna med det ytvatten
som har forklarats smittat.

— Vatten i anslutning till sadant ytvatten som har forklarats smittat, varvid
hénsyn skall tas till foljande:

— Flodet och flodesriktningen hos det vatten som forklarats smittat.
— Forekomsten av vilda vardvéxter av familjen solanaceae.
3. Den anmiélan som avses i artikel 5.2 forsta stycket skall goras enligt foljande:

— Den skall avges omedelbart efter det att forekomst av skadegoraren har
bekriftats av laboratorietester, vilka utforts med tillimpning av de metoder
som anges i bilaga II, och omfatta minst foljande:
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— For potatis
a) partiets sortnamn,

b) partiets typ (matpotatis, utsddespotatis m.m.) och i forekommande
fall utsddeskategori.

— For tomatplantor, partiets sortnamn och, i tillimpliga fall, kategori.

— Utan att detta paverkar tillimpningen av kraven pa anmélning av missténkt
forekomst enligt artikel 4.3, skall de medlemsstater dér forekomst bekréif-
tats, nér det foreligger risk for smitta av fortecknat véxtmaterial fran eller i
en annan medlemsstat eller andra medlemsstater, genast meddela den
berorda medlemsstaten eller de berdérda medlemsstaterna vilken informa-
tion som behovs for att iaktta artikel 5.3, sasom

a) potatis- eller tomatpartiets sortnamn,

b) exportdrens respektive mottagarens namn och adress,
¢) potatis- eller tomatpartiets leveransdatum,

d) storleken pa det potatis- eller tomatparti som levereras,

e) om sa ar lampligt kopia av véxtpasset eller atminstone vaxtpassnumret,
och om sa &r lampligt odlarens eller handlarens registreringsnummer
och en kopia av leveransbeskedet.

Nér denna information har tillhandahallits skall kommissionen genast under-
rittas om detta.

. Innehallet i den tilliggsanmidlan som avses i artikel 5.2 andra stycket skall

uppfylla f6ljande:

Anmilan skall avges efter det att alla undersokningar har avslutats, och varje
undersokning skall innehélla

a) det datum dé smittan bekréftades,

b) en kort beskrivning av den undersdkning som gjorts for att identifiera kélla
och mdjlig spridning av smittan, samt pa vilken nivd provtagningen har
skett,

¢) information om smittans identifierade eller missténkta kallor,

d) detaljerade uppgifter om den angivna smittans omfattning, inklusive antalet
produktionsstdllen och, for potatis, antalet partier med uppgifter om sort
och, i fall av utsddespotatis, kategori,

e) detaljerade uppgifter om det omrade som har avgrénsats, inklusive det antal
produktionsplatser som inte har forklarats smittade men inkluderats i
omradet,

f) detaljerade uppgifter om de vatten som forklarats smittade, inklusive namn,
placering och omfattningen hos dessa samt omfattningen av bevattningsfor-
budet,

g) for alla sindningar med eller partier av tomatplantor som har forklarats
smittade, de certifikat som foreskrivs i artikel 13.1 ii i direktiv 2000/29/EG
och véxtpassnummer i enlighet med forteckningen i del A avsnitt 1.2.2 i
bilaga V till direktiv 2000/29/EG,

h) annan information som bekriftar forekomsten (forekomsterna) av smitta
och som kommissionen kan kréva.
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4.1.

BILAGA VI

De bestdmmelser som det hanvisas till i artikel 6.1 skall vara foljande:

— Anvindning som djurfoder efter virmebehandling av en typ som innebér
att det inte finns négon risk for att skadegdraren har overlevt.

— Bortskaffande pé en officiellt godkdnd for dndamaélet avsedd upplags-
plats for avfall dar det inte finns nagon identifierbar risk for att orga-
nismen sprids till omgivningen, t.ex. genom lackage till jordbruksmark
eller kontakt med vattenkéllor som skulle kunna anvéndas vid bevattning
av jordbruksmark.

— Forbréanning.

— Anvindning for industriell bearbetning genom direkt och omedelbar
leverans till en bearbetningsanldggning med officiellt godkénda anord-
ningar for avfallshantering for vilken det har sékerstillts att det inte finns
nagon identifierbar risk for att skadegoraren skall spridas, och med ett
system for rengdring och desinfektion av atminstone avgaende fordon.

— Andra atgérder, forutsatt att det har sékerstillts att det inte finns nagon
identifierbar risk for att skadegoraren skall spridas. Dessa atgérder skall
anmidlas till kommissionen och till de andra medlemsstaterna.

Allt kvarvarande avfall som berors av eller har uppkommit pa grund av
ovanndamnda nagon av ovanstaende atgédrder skall bortskaffas genom offici-
ellt godkdnda metoder i 6verensstimmelse med bilaga VII till detta direktiv.

For att under tillsyn av de berérda medlemsstaternas ansvariga officiella
organ anvinda eller bortforskaffa det fortecknade vaxtmaterial som avses i
artikel 6.2, med ldmplig kommunikation mellan ansvariga officiella organ
for att alltid sékerstilla sddan tillsyn och godkénnande av ansvarigt officiellt
organ i den medlemsstat dér potatisen skall forpackas eller bearbetas med
hénsyn till de anordningar for avfallshantering som avses i forsta och andra
strecksatsen, dr nagot av foljande sitt lampliga:

i) Nar det giller potatiskndlar:

— Anvindning som matpotatis avsedd for konsumtion och packad pa
platser med lampliga anordningar for avfallshantering, klar for direkt
leverans och anvindning utan ompaketering. Potatisar avsedda for
séttning far behandlas pa samma plats endast om detta sker separat
eller efter rengoéring och desinfektion.

— Anvéndning som industripotatis, och avsedd for direkt och omedelbar
leverans till en bearbetningsanliggning som har lampliga anordningar
for avfallshantering och ett system for rengdring och desinfektion av
atminstone avgaende fordon.

— Annan anvéndning eller annat bortforskaffande, forutsatt att det har
sdkerstillts att det inte finns nagon identifierbar risk for att skadegd-
raren sprids och under forutsdttning att ndmnda ansvariga officiella
organ ldmnat sitt tillstand.

il) Nér det géller andra véxtdelar, inklusive avfall fran skaft och blad:
— Destruktion.

— Annan anvindning eller annat bortforskaffande, forutsatt att det har
sikerstillts att det inte finns nagon identifierbar risk for att skadego-
raren sprids och under forutséttning att nimnda ansvariga officiella
organ lamnat sitt tillstand.

Lampliga metoder for att sanera de foremal som avses i artikel 6.3 skall vara
rengéring och nér si ar lampligt desinfektion, sa att det inte finns nagon
identifierbar risk for att skadegoraren sprids. Metoderna skall tillimpas
under dvervakning av medlemsstaternas ansvariga officiella organ.

Den serie dtgdrder som medlemsstaterna skall vidta inom det eller de
avgransade omraden som upprittas i enlighet med artikel 5.1 a iv och 5.1 ¢
iii och som avses 1 artikel 6.4 skall inkludera foljande:

Pé produktionsplatser som har forklarats smittade i enlighet med artikel 5.1

aii:

a) Pa filt eller enheter med skyddad vaxtproduktion som har forklarats smit-
tade i enlighet med artikel 5.1 a ii, géller antingen f6ljande:

i) Under atminstone de fyra odlingsar som foljer pd det ar da faltet
forklarades smittat

— skall atgérder vidtas for att utrota dvervintrade potatis- och tomat-
plantor och andra vérdvéxter for skadegoraren inklusive ogris av
familjen solanaceae,

och

— far det inte planteras



1998L0057 — SV — 30.07.2006 — 001.001 — 71

|D—l

— kndlar, plantor eller frén av potatis,

— tomatplantor och tomatfron,

— med hénsyn till skadegorarens biologiska egenskaper,
— andra vardvéxter,

— vixter av arten Brassica, pa vilka det finns en identifierad risk
att skadegoraren Overlever,

— grodor som medfor en identifierad risk for att skadegoraren
kommer att spridas,

— under den forsta véxtsdsongen for potatis eller tomater efter den
period som faststélls i foregdende strecksats, och pa villkor att
faltet har forklarats vara fritt fran Gvervintrade potatis- och tomat-
plantor och andra viardvixter, inklusive ogrds av familjen solana-
ceae vid officiella inspektioner under minst tvd pa varandra
foljande odlingsér fore plantering,

— far, ndr det géller potatis, endast produktion av annan potatis
an utsddespotatis tillatas,

— skall, nér det géller potatis och tomater, de skordade potatisk-
nodlarna eller tomatplantorna testas enligt de forfaranden som
anges i bilaga II,

— skall, under den potatis- eller tomatvaxtsasong som foljer pd den
som avses 1 foregaende strecksats och efter en lamplig vaxtfoljd-
scykel som skall omfatta minst tva ar om det géller odling av
utsiddespotatis, en officiell undersdkning goras i enlighet med
artikel 2.1,

eller foljande:

ii) Under de fem odlingsaren som foljer pa det ar da faltet forklarades
smittat

— skall atgérder vidtas for att utrota dvervintrade potatis- och tomat-
plantor, liksom andra naturligt forekommande vérdvaxter for
skadegoraren inklusive ogrés av familjen solanaceae,

och

— skall féltet under de forsta tre aren ldggas och bibehéllas antingen
i heltrdda eller med spannmal i enlighet med den identifierade
risken eller med permanent betesmark som slas ofta respektive
betas intensivt eller som grés for utsddesproduktion, foljt under de
foljande tva aren av plantering av véxter som inte dr vérdvixter
for skadegoraren och som dédrmed inte utgdr nagon identifierad
risk for att skadegdraren dverlever eller sprids,

— under den forsta véxtsdsongen for potatis eller tomater efter den
period som faststélls i foregdende strecksats, och pa villkor att
faltet har forklarats vara fritt fran 6vervintrade potatis- och tomat-
plantor och andra virdvaxter, inklusive ogrds av familjen solana-
ceae vid officiella inspektioner under minst tvd pa varandra
foljande odlingsér fore plantering

— skall, ndr det giller potatis, produktion av utsddespotatis och
annan potatis tilltas,

— skall de skordade potatiskndlarna eller tomatplantorna testas
enligt de forfaranden som anges i bilaga II.

b) Pé alla andra filt tillhrande den smittade produktionsplatsen och pa
villkor att de ansvariga officiella organen har forvissat sig om att risken
for plantor fran vervintrande potatis och tomat och andra naturligt fore-
kommande virdvéxter for skadegoéraren, inklusive ogrds av familjen
Solanaceae i tillampliga fall, har undanrdjts giller foljande:

— Under det odlingsar som foljer pa det ar da féltet forklarades for
smittat

— skall antingen inga kndlar, plantor eller frén av potatis, och inte
heller andra virdvéxter for skadegdraren planteras,

eller

— far, nér det giller potatiskndlar, certifierad utsddespotatis endast
planteras for produktion av annan potatis dn utsédespotatis,

— far, nér det géller tomatplantor, endast tomatplantor som odlats av
fron som uppfyller kraven i direktiv 2000/29/EG planteras, och
endast for fruktproduktion.

— Under det andra odlingsér som foljer pa det ar da faltet forklarades
for smittat
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— far, ndr det giller potatis, endast certifierad utsddespotatis eller
utsddespotatis som genomgatt officiella tester avseende mork
ringréta och som odlats under officiell kontroll pa andra produk-
tionsstdllen d&n dem som anges i punkt 4.1 planteras for produk-
tion av utsiddespotatis eller annan potatis,

— far, nér det géller tomater, endast tomatplantor som odlats av fron
som uppfyller kraven i direktiv 2000/29/EG eller, om de har foro-
kats pa vegetativ vig, som kommer fran tomatplantor framstéllda
fran sadana fron och odlade under officiell kontroll pa andra
produktionsplatser &n de som anges i punkt 4.1, planteras for
antingen plant- eller fruktproduktion.

— Under éatminstone de tre odlingsar som foljer pd det ar da filtet
forklarades smittat

— far, ndr det giller potatis, endast certifierad utsddespotatis eller
utsddespotatis som odlats under officiell kontroll och kommer
fran certifierad utsddespotatis planteras for produktion av utsédes-
potatis eller annan potatis,

— fér, ndr det géller tomater, endast certifierade tomatplantor som
odlats av fron som uppfyller kraven i direktiv 2000/29/EG eller
som odlats under officiell kontroll fran siadana plantor planteras
for antingen plant- eller fruktproduktion,

— skall, for vart och ett av de odlingsar som anges i foregaende streck-
sats, atgirder vidtas for att utrota plantor fran Gvervintrande kndlar
och andra naturligt forekommande véardvaxter for skadegoraren, en
officiell inspektion av den vixande grodan utforas, och en officiell
testning goras av de skordade potatisarna pa varje potatisfilt enligt
det forfarande som anges i bilaga II.

¢) Omedelbart efter forklaringen om smitta enligt artikel 5.1 a ii och efter
det forsta dérpé foljande odlingsaret

— skall alla maskiner och lageranldggningar pa produktionsplatsen som
har anvénts vid potatis- eller tomatproduktionen rengdras och, nér sa
ar lampligt, desinfekteras med lampliga metoder enligt punkt 3,

— skall officiella kontroller av program for bevattning och duschning,
inklusive ett forbud mot detta, inforas enligt vad som ar lampligt, for
att hindra att skadegoraren sprids.

d) I en enhet med skyddad véxtproduktion som har forklarats smittad i
enlighet med artikel 5.1 a ii, dir det & mgjligt att fullstdndigt byta ut
odlingsmediet

— fér kndlar, plantor eller fron av potatis eller andra vérdvixter for
skadegoraren inklusive tomatplantor och utsdde planteras endast om
produktionsenheten har underkastats officiellt dvervakade atgérder
for att utrota skadegdraren och avldgsna allt material fran vérdvixter,
inklusive atminstone ett totalt byte av odlingsmedium och rengdring
och, dir sa ar lampligt, desinfektion av den angivna enheten och all
utrustning, och direfter av de ansvariga officiella organen har
godkénts for potatis- eller tomatproduktion,

— skall, ndr det giller potatisproduktion, denna produktion komma fran
officiellt certifierad utsddespotatis, eller fran miniknolar eller mikro-
plantor som harstammar fran undersokta kéllor,

— skall, for tomatproduktion, produktionen komma fran fréon som
uppfyller kraven i direktiv 2000/29/EG eller, om de har forokats pa
vegetativ vdg, som kommer fran tomatplantor framstillda frén sddana
frén och odlade under officiell kontroll,

— skall officiella kontroller av program for bevattning och duschning,
inklusive ett forbud mot detta, inforas enligt vad som ar lampligt, for
att hindra att skadegoraren sprids.

4.2. Utan att det paverkar tillimpningen av atgirderna i 4.1 skall medlemssta-
terna inom det avgrinsade omradet

a) omedelbart efter det att faltet forklarades smittat se till att alla maskiner
och lageranldggningar pa produktionsplatsen som har anvints vid potatis-
eller tomatproduktionen rengdrs och desinfekteras pa lampligt sétt och
med ldmpliga metoder enligt punkt 3,

b) omedelbart, och under atminstone tre vegetationsperioder efter det att
omradet har forklarats smittat,

ba) nir det avgransade omradet har faststillts enligt artikel 5.1 a iv

— sékerstilla 6vervakning genom sina ansvariga officiella organ av
anldggningar dir potatisknolar eller tomater odlas, lagras eller
hanteras, och av anldggningar som bedriver entreprenadverk-
samhet med maskiner for potatis- och tomatproduktion,



1998L0057 — SV — 30.07.2006 — 001.001 — 73

|D—l

— kréva att endast certifierat utsidde eller utside som odlats under
officiell kontroll for alla potatisgrodor inom det omradet plan-
teras, samt att utsddespotatis som har odlats pa produktions-
platser som har faststillts som troligen smittade enligt artikel 5.1
a iii, testas efter skorden,

— kréva att skordade partier av utsddespotatis fran alla produktions-
platser inom det avgrinsade omradet hanteras skilt fran potatis
avsedd for annat dndamal, eller ett system for rengdring och, nar
sa dr lampligt, desinfektion mellan hanteringen av partier av
utsédespotatis och partier av annan potatis,

— kréva att plantering sker endast av tomatplantor fran fron som
uppfyller kraven i direktiv 2000/29/EG eller, om de har forokats
pa vegetativ vig, som kommer fran tomatplantor framstéllda frén
sadana fron och odlade under officiell kontroll,

— genomfora en officiell undersokning enligt artikel 2.1,

bb) nér ytvattnet har forklarats smittat enligt artikel 5.1 ¢ ii eller kan
finnas med bland de faktorer som kan sprida skadegdraren i enlighet
med punkt 2 i bilaga V

— genomfora en éarlig undersokning vid ldmplig tidpunkt som
omfattar provtagning av ytvatten och, i forekommande fall, vard-
vixter av familjen solanaceae i de relevanta vattnen och testning
enligt de lampliga metoder som anges i bilaga II for det forteck-
nade véxtmaterialet och for dvriga fall,

— infbra officiella kontroller av programmen for bevattning och
duschning, inklusive ett forbud mot att vatten som forklarats
smittat anvinds for bevattning och duschning av fortecknat vaxt-
material, och, nir s& ar lampligt, av andra viardvéxter for att
hindra att skadegoraren sprids. Detta forbud kan tas upp till
granskning igen mot bakgrund av resultaten fran den ndmnda
arliga undersokningen, och forklaringar om smitta kan upphévas
om de ansvariga officiella organen har forvissat sig om att
ytvattnet inte langre &r smittat. Anvéndning av vatten som
belagts med forbud far tillatas for bevattning och duschning av
vardvixter, om detta sker under officiell kontroll och om offici-
ellt godkénd teknik som utrotar skadegoraren och forhindrar dess
spridning anvénds,

— ndr spillvattnets utlopp 4r smittade, infora officiella kontroller av
bortskaffandet av utsldpp av fast och flytande avfall fran anligg-
ningar for industriell bearbetning eller férpackning av fortecknat
véxtmaterial,

c) uppritta ett program, ndr sa ar lampligt, for att ersitta alla partier utsddes-
potatis under en lamplig tidsperiod.
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BILAGA VII

De officiellt godkénda metoder for avfallshantering som anges i forsta stycket i
bilaga VI skall uppfylla kraven i foljande bestimmelser sé att varje identifierbar
risk for spridning av skadegoraren undanrgjs:

i)

if)

Potatis- och tomatavfall (dven kasserad potatis, skal och tomater) och allt
annat fast avfall som kommit i kontakt med potatisen och tomaterna (dven
jord, stenar och annat skrip) skall bortskaffas pa nagot av foljande sitt:

— Bortskaffande pa officiellt godkédnd for andamalet avsedd upplagsplats for
avfall dér det inte finns nagon identifierbar risk for att patogenen sprids till
omgivningen, t.ex. genom ldckage till jordbruksmark eller kontakt med
jordbruksmark eller vattenkéllor som kan komma att anvindas for bevatt-
ning av jordbruksmark. Avfallet skall foras direkt till platsen under sa
sdkra omstindigheter att det inte finns nagon risk for att nagon del av
avfallet forloras.

— Forbranning.

— Andra étgérder, forutsatt att det har sdkerstillts att det inte finns nidgon
identifierbar risk for att skadegoéraren skall spridas. Dessa atgirder skall
anmilas till kommissionen och till de andra medlemsstaterna.

Flytande avfall: Innan det bortskaffas skall flytande avfall som innehaller
uppslammade fasta dmnen genomga filtrering eller sedimentering sa att dessa
fasta dmnen tas bort. Dessa d&mnen skall bortforskaffas pa det sétt som fore-
skrivs 1 punkt i.

Diérefter skall det flytande avfallet bortskaffas pa nigot av foljande sitt:

— Upphettning av hela volymen till minst 60 °C under minst 30 minuter.
Direfter bortskaffande.

— Bortskaffande pa annat sitt, forutsatt att det sker efter officiellt godkén-
nande och under officiell kontroll sa att det inte finns ndgon identifierbar
risk for att avfallet kan komma i kontakt med jordbruksmark
eller vattenkéllor som kan komma att anvindas for bevattning av jord-
bruksmark. Uppgifterna om detta skall meddelas de andra medlemssta-
terna och kommissionen.

De alternativ som anges i denna bilaga géller &ven avfall med anknytning till
hantering, bortskaffande och bearbetning av smittade partier.



