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(Réttsakter vilkas publicering dr obligatorisk)

RADETS DIREKTIV 98/57/EG

av den 20 juli 1998

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

EUROPEISKA UNIONENS RAD HAR ANTAGIT DETTA
DIREKTIV

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Euro-
peiska gemenskapen, sirskilt artikel 43 i detta,

med beaktande av kommissionens forslag (),
med beaktande av Europaparlamentets yttrande (),

med beaktande av Ekonomiska och sociala kommitténs
yttrande (3), och

av foljande skal:

Skadegoraren Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
m.fl. var tidigare kidnd som Pseudomonas solanacearum
(Smith) Smith. Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
m.fl. kommer formodligen att bli det allmint godtagna
namnet pa skadegoraren. I detta direktiv bor hinsyn tas
till denna vetenskapliga utveckling.

Produktionen av potatis och tomater intar en viktig plats
inom gemenskapens jordbruk. Potatis- och tomatskorden
hotas stiandigt av skadegorare.

Om odlingen av potatis och tomater skyddas mot siddana
skadegorare skulle produktionskapaciteten uppratthallas
och dessutom skulle jordbruksproduktionen oka.

Skyddsatgarder mot inforsel av skadegorare till en med-
lemsstats territorium skulle endast ha begrinsad effekt
om inte sidana skadegorare samtidigt och metodiskt
bekdmpades inom hela gemenskapen och hindrades fran
att sprida sig.

(1) 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.

En av skadegorarna pd potatis och tomat iar Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi m.fl., den sjukdomsal-
strande organism som orsakar mork ringrota hos potatis
och bakteriologisk vissnesjuka hos potatis och tomat.
Sjukdomar som orsakats av denna sjukdomsalstrande
organism har brutit ut i ndgra delar av gemenskapen, och
det existerar fortfarande ndgra begriansade smittkallor.

Det foreligger en avsevird risk for odlingen av potatis
och tomater i hela gemenskapen om effektiva atgirder
inte vidtas med avseende pa dessa grodor for att lokali-
sera denna skadegorare och avgora dess utbredning, for
att forhindra dess forekomst och spridning samt, om den
pétriffas, for att forhindra dess spridning och bekimpa
den i syfte att utrota den.

For att sikerstilla detta maste vissa atgdrder vidtas inom
gemenskapen. Medlemsstaterna madste dessutom kunna
vidta ytterligare eller stringare atgirder, dir detta ar
nodvandigt forutsatt att dessa inte hindrar handeln med
potatis eller tomater inom gemenskapen dn de som anges
i radets direktiv 77/93/EEG av den 21 december 1976 om
skyddsatgirder mot att skadegorare pa vaxter eller vaxt-
produkter fors in till medlemsstaterna (*). Sddana atgarder
maste anmilas till de andra medlemsstaterna och till
kommissionen.

Atgirderna maste beakta att systematiska officiella
undersokningar ir nodvindiga for att lokalisera den
sjukdomsalstrande organismen. Sddana undersokningar
bor omfatta besiktningar och dar si dr lampligt stick-
provskontroller och test, eftersom sjukdomen under vissa
miljomassiga omstindigheter kan forbli latent och obe-
markt bade i potatisens forokningsmaterial och i lagrade
potatisknolar. Spridningen av den sjukdomsalstrande
organismen inom forokningsmaterialet ar inte den vikti-
gaste faktorn, men eftersom den sjukdomsalstrande orga-
nismen kan spridas med ytvatten och genom vissa beslak-
tade vilda vixter av familjen Solanaceae, utgor bevattning
av potatis- och tomatgrodor med angripet vatten en

(*) EGT L 26, 31.1.1977, s. 20. Direktivet senast andrat genom
kommissionens direktiv 98/02/EG (EGT L 15, 21.1.1998,
s. 34).
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smittorisk for sidana grodor. Den sjukdomsalstrande
organismen kan ocksd 6vervintra i sjalvsddda (6vervint-
rade) potatis- och tomatplantor, och dessa kan utgora en
smittkdlla dd de for over smittan fran en odlingssidsong
till ndsta. Den sjukdomsalstrande organismen sprids
ocksd genom att potatisplantor angrips vid kontakt med
smittad potatis och vid kontakt med utrustning for
sattning, 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 sidana
foremal. Varje angrepp pa utsddespotatis innebar en stor
risk for att den sjukdomsalstrande organismen sprids.
Utsddespotatisens latenta smitta utgor pa liknande sitt en
stor risk for att den sjukdomsalstrande organismen
sprids, och detta kan forhindras genom anvindning av
utsddespotatis som har producerats i ett officiellt godkant
program, dir utsiddespotatis har testats och konstaterats
vara fri frin smitta.

Den nuvarande kunskapen om de biologiska och epide-
miologiska egenskaperna hos Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi m.fl. under europeiska forhéllanden ar
ofullstindig, och det forutses att en Oversyn av de fore-
slagna dtgdrderna kommer att bli nédvindig om ett antal
sasonger. Forbittringar av testprocedurerna foérvantas
ocksd mot bakgrund av ytterligare forskning, sarskilt
kring testmetodernas sensibilitet och noggrannhet, for att
optimala testmetoder skall kunna viljas ut och standar-
diseras.

For att ndrmare kunna besluta om dessa allminna atgar-
der, liksom om de strangare eller ytterligare dtgirder som
medlemsstaterna vidtar for att forhindra att den sjuk-
domsalstrande organismen fors in till deras territorium,
ar det onskvirt att medlemsstaterna samarbetar ndra med
kommissionen inom Stindiga kommittén for vaxtskydd
(nedan kallad kommittén).

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Detta direktiv ror de dtgdrder som i medlemsstaterna
skall vidtas mot Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuu-
chi m.fl., tidigare kdnd som Pseudomonas solanacearum
(Smith) Smith (nedan kallad skadegoraren) for att, sdvitt
avser skadegorarens viardvaxter, vilka fortecknas i del 1 i
bilaga I, (nedan kallade det fortecknade vixtmaterialet),

a) lokalisera skadegoraren och kartligga dess utbred-
ning,

b) forhindra dess forekomst och spridning, och

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

Artikel 2

1.  Medlemsstaterna skall varje 4r genomféra systema-
tiska officiella undersokningar for att kontrollera fore-
komst av skadegoraren pa det fortecknade viaxtmaterialet
med ursprung i deras territorium. For att identifiera
andra mojliga smittkadllor som hotar produktionen av det
fortecknade vaxtmaterialet skall medlemsstaterna gora en
riskbedémning och, om ingen risk for spridning av skade-
goraren har konstaterats under den bedomningen skall
de, i produktionsomradena for det fortecknade vixtmate-
rialet, genomfora riktade officiella undersokningar for att
kontrollera forekomst av skadegoraren pa andra vaxter
an det fortecknade vixtmaterialet, dven pd vilda vardvax-
ter av familjen Solanaceae samt pd ytvatten som anvinds
for bevattning eller duschning av det fortecknade vaxt-
materialet och pa flytande avfall som slipps ut fran
anldggningar for industriell bearbetning eller férpackning
dar det fortecknade vixtmaterialet hanteras och som
anvinds for bevattning och duschning av det fortecknade
vaxtmaterialet. Omfattningen av dessa riktade undersok-
ningar skall bestimmas med beaktande av den konstate-
rade risken. Medlemsstaterna kan ockséd utfora officiella
undersokningar for att kontrollera férekomst av skadego-
raren pd annat material, t.ex. odlingssubstrat, jord och
fast avfall frin anlidggningar for industriell bearbetning
eller forpackning.

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

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

b) pd virdvixter som inte dterfinns i det fortecknade
vaxtmaterialet och pa vatten, inklusive flytande avfall,
i enlighet med limpliga metoder, och stickprov skall,
ndr si ar lampligt, tas och genomgd officiella eller
officiellt 6vervakade laboratorietest, och

¢) ndr sa dr lampligt pd annat material i enlighet med
lampliga metoder.

Ytterligare uppgifter om besiktningarna och om stickpro-
vernas antal, ursprung och inledning samt om tidpunkten
for deras insamling skall for dessa undersokningar beslu-
tas av de ansvariga officiella organen enligt direktiv
77/93/EEG, pa grundval av sunda vetenskapliga och
statistiska principer och skadegorarens biologiska egen-
skaper samt med beaktande av de berorda medlemsstater-
nas sirskilda produktionssystem for det fortecknade
vixtmaterialet och, i forekommande fall, for skadegora-
rens andra virdvixter.

3. Resultaten av och detaljerna i friga om de officiella
undersokningar som faststills i punkt 1 skall varje ar
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anmailas till de andra medlemsstaterna och till kommis-
sionen i enlighet med bestimmelserna i punkt 2 i
avsnitt I i bilaga I. Dessa anmalningar skall goras senast
den 1 juni, med undantag av anmilningar om utsidespo-
tatis som skall ges in fore den 1 september. Detaljerna
och resultaten ifriga om grodor skall avse foregdende drs
produktion. Innehéllet i dessa anmailningar kan overldm-
nas till kommittén.

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

— De lampliga metoderna for de undersokningar och
laboratorietest som avses i punkt 2 forsta stycket
under b.

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

— De limpliga metoderna for de undersokningar som
avses i punkt 2 forsta stycket under c.

— Nairmare uppgifter om de undersoknignar som avses i
punkt 2 andra stycket, for att sikerstilla jamforbara
nivder pd medlemsstaternas garantier.

Artikel 3

Medlemsstaterna skall sikerstalla att misstinkt forekomst
eller bekriftad narvaro av skadegoraren pd deras territo-
rium rapporteras till deras egna ansvariga officiella
organ.

Artikel 4

1. Vid varje fall av misstankt forekomst av skadegora-
ren skall de ansvariga officiella organen i den berorda
medlemsstaten eller de berérda medlemsstaterna siaker-
stilla att officiella eller officiellt 6vervakade laboratorie-
test genomfors pd det fortecknade vixtmaterialet enligt
den limpliga metod som anges i bilaga II och enligt de
villkor som anges i punkt 1 i bilaga III, eller, i andra fall,
ndgon annan officiellt godkint metod, for att bekrifta
eller vederligga den misstinkta forekomsten. Om miss-
tanken bekriftas skall de krav som faststills i punkt 2 i
bilaga III gilla.

2. 1 avvaktan pd bekriftelse eller vederliggande av
misstankt forekomst enligt punkt 1, i varje enskilt fall av
misstinkt forekomst dir antingen

i) de sjukdomssymptom som orsakas av skadegoraren
har diagnostiserats och ett eller flera snabbscreening-
test har genomforts med positivt resultat pa siatt som
anges i avsnitt I punkt 1 och avsnitt II i bilaga II,
eller

ii) ett eller flera screeningtest har genomforts med posi-
tivt resultat pd sitt som anges i avsnitt I punkt 2 och
avsnitt IIT i bilaga II,

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

a) forbjuda flyttning av plantor och knolar fran alla
grodor, partier eller sindningar fran vilka stickproven
har tagits, forutom da det sker under deras 6vervak-
ning och forutsatt att det har konstaterats att det inte
finns ndgon identifierbar risk for att skadegoraren
skall spridas,

b) vidta dtgiarder for att spara den misstinkta forekom-
stens ursprung,

c) infora limpliga ytterligare forsiktighetsdtgirder pa
grundval av hur stor risken bedoms vara, sirskilt i
forhallande till produktionen av det fortecknade vaxt-
materialet och flyttning av andra partier av utsides-
potatis dn sddana som avses under a, som har produ-
cerats pd den odlingsplats dar de stickprov, som avses
under a, har tagits, for att hindra att skadegoraren pa
ndgot satt sprids.

3. I fall av misstankt forekomst av skadegoraren skall,
om det finns risk for angrepp pa det fortecknade vixt-
materialet eller ytvattnet fran eller till en annan medlems-
stat, den medlemsstat dir misstanken har rapporterats
omedelbart till den eller de andra berérda medlemssta-
terna, beroende pa den konstaterade risken, anmaila den
nimnda misstinkta forekomsten, och de nimnda med-
lemsstaterna skall dd samarbeta pa limpligt sitt. Den
eller de medlemsstater som fatt anmailan skall vidta
forsiktighetsatgarder enligt punkt 2 ¢ och i forekom-
mande fall vidta ytterligare dtgirder enligt punkterna 1
och 2.

4.  Foljande bestaimmelse far antas i enlighet med forfa-
randet i artikel 16a i direktiv 77/93/EEG:

— De atgirder som anges i punkt 2 c.

Artikel 5

1.  Om ett officiellt eller officiellt overvakat laborato-
rietest som, med avseende pd det fortecknade vixtmate-
rialet, anviander den limpliga metod som anges i bilaga II,
eller i andra fall, ndgon annan officiellt godkdnd metod,
bekrifter skadegorarens forekomst i ett stickprov som
tagits pd grund av detta direktiv, skall de ansvariga
officiella organen i en medlemsstat, med beaktande av
sunda vetenskapliga principer, skadegorarens biologiska
egenskaper och de sirskilda systemen for produktion,
marknadsforing och bearbetning av skadegorarens vird-
vixt i den medlemsstaten,

a) i frdga om det fortecknade viaxtmaterialet vidta fol-
jande atgirder:

i) Genomfora en utredning for att, i enlighet med
bestimmelserna i bilaga IV, faststdlla angreppets
omfattning och dess primirkilla eller -killor,
med ytterligare test i enlighet med artikel 4.1 pa
atminstone alla lager av utsddespotatis ur kloner
som dr narbesliktade.
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ii) Forklara foljande angripet: Det fortecknade vaxt-
materialet, sindningen och/eller partiet som stick-
provet togs frdn, maskinerna, fordonet, fartyget,
lagret, eller delar av dessa, och alla andra fore-
mal, inklusive forpackningsmaterialet som har
varit i kontakt med det fortecknade vixtmaterial
fran vilket stickprovet togs. I forekommande fall
dven forklara foljande som angripet: Det eller de
filt, den eller de enheter for skyddad vixtpro-
duktion och den eller de produktionsplatser dar
det fortecknade vixtmaterialet har skordats och
fran vilka stickprovet tagits. I friga om de stick-
prov som tagits under vaxtsiasongen forklara fol-
jande for angripet: Det eller de filt, den eller de
produktionsplatser, och i forekommande fall den
eller de enheter for skyddad vixtproduktion som
stickprovet togs ifrdn.

iii) T enlighet med bestimmelserna i punkt 1 i
bilaga V faststilla omfattningen av troliga
angrepp genom kontakt fore eller efter skord,
genom produktionsmissig anknytning, bevattning
eller duschning eller genom klonsliktskap med
det angivna angreppet.

iv) Avgransa ett omrdde pa grundval av forklaringen
om angreppet enligt punkt ii, faststilla omfatt-
ningen av det troliga angreppet enligt punkt iii
och skadegorarens mojliga spridning, i enlighet
med bestimmelserna i punkt 2 i i bilaga V.

I friga om grodor frin virdvixter som inte nimns
under a, di det har konstaterats att det finns en risk
vid produktionen av det fortecknade vixtmaterialet
vidta foljande dtgirder:

i) Genomfora en utredning i enlighet med

punkt a i.

ii) Forklara de av skadegorarens virdviaxter som
provet har tagits fradn for angripna.

iii) Faststalla det troliga angreppet och avgrinsa ett
omrdade i enlighet med punkterna a iii respektive
a iv i forhallande till produktionen av det for-
tecknade vaxtmaterialet.

I friga om ytvatten (dven flytande avfall frin anligg-
ningar for industriell bearbetning eller forpackning
dar det fortecknade vixtmaterialet hanteras) och
besliktade vilda virdvixter av familjen Solanaceae,
dd det har konstaterats att produktionen av det
fortecknade vixtmaterialet utgor en risk genom
bevattning, duschning eller 6versimning med ytvatt-
net vidta foljande atgarder:

i) Genomfora en utredning som omfattar en offi-
ciell undersokning vid limpliga tidpunkter pa
prov av ytvattnet och, om siddana finns, pé vilda
vardvixter av familjen Solanaceae for att fast-
stilla angreppets omfattning.

ii) Forklara det ytvatten som provet eller proven har
tagits frdn for angripet i den utstrickning som
det dr lampligt och pa grundval av undersok-
ningen enligt punkt i.

iii) Faststalla det troliga angreppet och avgrinsa ett
omrdde pd grundval av forklaringen om angrep-
pet enligt punkt ii och skadegorarens mojliga
spridning med beaktande av bestimmelserna i
punkt 1 och 2 ii i bilaga V.

2.  Medlemsstaterna skall, i enlighet med bestimmel-
serna i punkt 3 i bilaga V, omedelbart till de andra
medlemsstaterna och till kommissionen anmila varje
angrepp som faststills enligt punkterna 1 a ii och 1 c ii
och uppgifterna om avgransning av omraden enligt punkt
1 a iv och, ddr sd ar tillimpligt, enligt punkt 1 c iii.
Innehéllet i denna anmilan enligt detta stycke far over-
limnas till kommittén.

Medlemsstaterna skall samtidigt till kommissionen Over-
lamna en tilliggsanmalan enligt 3 a i bilaga V. Innehallet
i denna anmailan enligt detta stycke skall omedelbart
overlimnas till kommitténs ledamoter.

3. Till f6ljd av den anmailan som avses i punkt 2 och
dess bestindsdelar, skall de andra medlemsstater som
anges i anmalan genomfora en utredning i enlighet med
punkt 1 a i och, dir sd ar tillimpligt, punkt 1 ¢ i och om
sd ar lampligt vidta ytterligare atgirder i enlighet med
punkterna 1 och 2.

Artikel 6

1. Medlemsstaterna skall foreskriva att det forteck-
nade vaxtmaterial som forklarats for angripet enligt arti-
kel 5.1 a ii inte fir planteras och att det, under overvak-
ning av och med godkidnnande av deras ansvariga offi-
ciella organ, skall underkastas nidgon av bestimmelserna i
punkt 1 i bilaga VI, sd att det kan faststillas att det inte
finns ndgon identifierbar risk for att skadegoraren
sprids.

2.  Medlemsstaterna skall foreskriva att det forteck-
nade vixtmaterial som forklarats troligen angripet enligt
artikel 5.1 a iii och 5.1 c iii inbegripet det fortecknade
vaxtmaterial for vilket en risk har konstaterats foreligga,
och som producerats pd produktionsplatser som forkla-
rats troligen angripna enligt artikel 5.1 a iii inte far
planteras och att det, under 6vervakning av deras ansva-
riga officiella organ, skall anvindas pa lampligt satt eller
bortforskaffas enligt punkt 2 i bilaga VI, sd att det kan
faststillas att det inte finns ndgon identifierbar risk for
att skadegoraren sprids.

3. Medlemsstaterna skall foreskriva att alla maskiner,
fordon, fartyg, lager, eller delar av dessa, och alla andra
foremadl, inklusive forpackningsmaterial, som har forkla-
rats angripna enligt artikel 5.1 a ii eller forklarats troligen
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angripna enligt artikel 5.1 a iii och 5.1 c iii, antingen
skall forstoras eller saneras med limpliga metoder som
faststalls i punkt 3 i bilaga VI. Efter saneringen skall inga
sddana foremal langre betraktas som angripna.

4. Utan att det paverkar tillimpningen av de dtgarder
som genomfors enligt punkterna 1-3 skall medlemssta-
terna foreskriva att ett antal dtgiarder skall genomforas
enligt punkterna 4.1 och 4.2 i bilaga VI inom det omrade
som avgransas enligt artikel 5.1 a iv och 5.1 ¢ iii
Uppgifter om dessa dtgarder skall varje ar anmalas till de
andra medlemsstaterna och till kommissionen. Innehallet
i denna anmailan for 6verlimnas till kommittén.

Artikel 7

1.  Medlemsstaterna skall foreskriva att utsiddespotatis
skall uppfylla kraven i direktiv 77/93/EEG och att de i
direkt led skall hirstamma ur potatismaterial som erhal-
lits enligt ett officiellt godkint program och som har
konstaterats vara fritt frin skadegoraren vid officiella
eller officiellt 6vervakade tester dd den limpliga metod,
som anges i bilaga II, har anvints.

De ovannimnda testerna skall utféras av en medlems-
stat

a) i de fall dd bekriftade fynd av skadegoraren har
gjorts i dess egen produktion av utsiddespotatis

i) genom tester av tidigare generationer inklusive det
ursprungliga klonurvalet och systematiska tester
av det ursprungliga klonurvalet av utsidespotati-
sen, eller

ii) genom tester av allt ursprungligt klonurval av
utsddespotatis eller tidigare generationer inklusive
det ursprungliga klonurvalet i de fall di inget
sliktskap genom klon har pévisats och

b) i andra fall, antingen av varje planta i det ursprung-
liga klonurvalet eller av representativa stickprov av
basutsidespotatis eller tidigare generationer.

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

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

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

Artikel 8

Medlemsstaterna skall forbjuda innehav och hantering av
skadegoraren.

Artikel 9

Utan att det pédverkar tillimpningen av bestimmelserna i
direktiv 77/93/EEG far bestimmelserna bevilja undantag
fran de atgirder som avses i artiklarna 6 och 8 i det hir
direktivet i enlighet med bestimmelserna i direktiv 95/
44/EG i experimentellt eller vetenskapligt syfte och for
vaxtforadling (V).

Artikel 10

Medlemsstaterna fir med avseende pa sin egen produk-
tion besluta om de ytterligare eller strangare dtgirder som
kan krdvas for att bekidmpa skadegoraren eller for att
hindra att den sprids, i den mén dessa dr forenliga med
bestimmelserna i direktiv 77/93/EEG.

Nirmare upplysningar rorande dessa dtgdrder skall med-
delas de andra medlemsstaterna och till kommissionen.
Nirmare upplysningar rorande detta meddelande far
overlimnas till kommittén.

Artikel 11

Andringar i bilagorna till detta direktiv mot bakgrund av
nya vetenskapliga eller tekniska ron skall antas i enlighet
med forfarandet i artikel 16a i direktiv 77/93/EEG. Nar
det giller de metoder som anges i bilaga II och atgir-
derna i punkt 4.1 och 4.2 i bilaga VI till detta direktiv,
skall kommissionen forbereda en rapport dir metoderna
och atgarderna granskas mot bakgrund av gjorda erfaren-
heter som vunnits, och rapporten skall 6verlimnas till
kommittén fore den 1 januari 2002.

Artikel 12

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

Nir en medlemsstat antar dessa bestimmelser skall de
innehalla en hdnvisning till detta direktiv eller dtf6ljas av
en sddan hinvisning till detta direktiv ndr de offentlig-
gors. Ndrmare foreskrifter for hur hanvisningen skall
goras skall varje medlemsstat sjdlv utfirda.

2.  Medlemsstaterna skall omedelbart till kommissio-
nen overlimna texterna till de centrala bestimmelser i
nationell lagstiftning som de antar inom det omrdde som
omfattas av detta direktiv. Kommissionen skall under-
ratta de ovriga medlemsstaterna om detta.

(Y) 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 13 Utfardat i Bryssel den 20 juli 1998.

Detta direktiv trader i kraft samma dag som det offentlig-
gors i Europeiska gemenskapernas officiella tidning.

Pa radets vignar

Artikel 14 W. MOLTERER

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna. Ordforande
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BILAGA 1

AVSNITT 1

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

Vixter (inklusive knolar), andra dn potatisfroer, av Solanum tuberosum L. Potatis
Vixter, andra dn frukter och utsidde, av Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw. Tomat
AVSNITT I
Undersokningar

1. De officiella undersokningar som anges i artikel 2.2 a skall grundas pa skadegorarens biologi och péd det
siarskilda produktionssystemet i den berérda medlemsstaten och skall omfatta foljande:

i) I frdga om potatis,

— vid lampliga tidpunkter visuell besiktning av den vixande grodan och/eller stickprovskontroll av
bdde utside och annan potatis under vixtsisongen eller i lager; dessa prov skall genomga
officiella eller officiellt 6vervakade visuella besiktningar genom att knélarna klyvs,

och

— i frdga om utsddespotatis och dir si dr lampligt for annan potatis, officiella eller officiellt
overvakade laboratorietest, dir den metod tillimpas for diagnostisering, sparande och identifie-
ring av skadegoraren dir delar av flodesschemat anvinds och som anges i bilaga II.

ii) I fraga om tomat,
— visuell besiktning vid lampliga tidpunkter av dtminstone den vixande groda som ar avsedd for

omplantering for yrkesmissigt bruk.

2. Anmilan av de officiella undersokningar som anges i artikel 2.3 skall innehalla foljande:

i) I friga om undersokningar av potatis,
— uppskattning av den totala areal i hektar dir utsddespotatis och annan potatis odlas,
— indelning i kategorierna utsides- och matpotatis, och i forekommande fall i regioner,
— antal prov som tagits for test och tidpunkt for detta,
— antal okuldrbesiktningar pa filtet,

— antal besiktningar av knélar (och stickprovets storlek).

ii) I frdga om undersokningar av, atminstone, vixande tomater avsedda for omplanterng for
yrkesmassigt bruk,

— uppskattning av det totala antalet plantor,

— antal okuldrbesiktningar.

iii) i friga om undersokningar av virdvixter som inte ir potatis- och tomatplantor, inklusive vilda
virdvixter av familjen Solanacea,

— art,
— antal prov och nir dessa tagits,
— omréade eller vattendrag dir prov tagits,

— analysmetod.

iv) I frdga om undersokningar av vatten och utslipp av flytande avfall fran anliggningar for industriell
bearbetning eller férpackning,

— antal prov och nir dessa tagits,
— omréade, vattendrag eller anliggningar dir prov tagits,

— analysmetod.



L235/8

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

21.8.98

BILAGA 11

TESTPROGRAM FOR DIAGNOS, UPPTACKT OCH IDENTIFIERING AV
RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI M.FL.

TESTPROGRAMMETS OMFATTNING

I det framtagna programmet beskrivs de olika forfarandena vid

i) diagnos av mork ringrota i potatisknolar och bakteriologisk vissnesjuka pd potatis- och tomat-

plantor,

ii) upptdckt av Ralstonia solanacearum i stickprover av potatisknolar,

iii) identifiering av Ralstonia solanacearum.

Detaljerade an
i tillaggen.

AVSNITT I

AVSNITT II:

AVSNITT III:

Tilligg 1:
Tilldgg 2:
Tilligg 3:
Tilldgg 4:
Tillagg 5:
Tilldgg 6:
Tillagg 7:

Hanvisningar

visningar for preparering av testmaterial dvs. odlingssubstrat, buffertar, l6sningar, reagens ges

INNEHALL

Tillimpning av teStPrOGIamMIMIEE ...........ccouutttttennittee ettt aeeaieeenns 9

1. Diagnos av mork ringrota i potatisknolar och bakteriologisk vissnesjuka pa potatis-
och tomatplantor ... ... ... 9

2. Upptickt och identifiering av Ralstonia solanacearum i stickprover av potatiskno-
Y 11

Diagnos av mork ringrota i potatisplantor och bakteriologisk vissnesjuka pa potatis-

0Ch tOMALPIANTOr ... . o i e 13
1o SYMEOM oo 13
2. Snabbscreeningtest .............iiiiiii i 13
3. Tsoleringsforfarande ... 14
4. VerifleringStest .. ... ..ooii ittt 14
Upptickt och identifiering av Ralstonia solanacearum i stickprover av potatisknolar 17
1. Preparering av prov for teStNING .........oiiuttitiitt et 17
2. Immunofluorescens-(IF-)test ........ ... .cooiiii 18
3. Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA) test ................coooiiiiiinn... 20
4. Polymerase Chain Reaction (PCRLTMK) test ..........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiaann. 20
5. Odling pa selektivt medium ... 22
6. BIOTESt ..o 23
7. ANFIKNINGSTEST ..ttt ettt e 23
8. PAtOGENITELSIEST ..\ttt ettt ettt et et ettt 23
Niringsimnesmedier for isolering och odling av Ralstonia solanacearum ............. 24
Material fOr Provpreparering ..............c.ooouuioiiiiiii i 25
Material fOr IF-teSt .......oiii et et 26
Bestimning av kontamineringsniva i IF-testet ..................cooiiiiiiiiiiiiiiiia... 27
Material fOr ELISA-LESt ...ttt et e 28
Material fOr PCRAEST ..ottt ittt et e 29
Material f6r odling pa selektivt medium ... 29
................................................................................................ 30
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AVSNITT I

TILLAMPNING AV TESTPROGRAMMET

1. Diagnos av mork ringrota i potatisplantor och bakteriologisk vissnesjuka pa potatis- och tomatplantor

Testmetoden ir avsedd for potatisknélar med symtom som dr typiska for eller ger anledning misstinka mork ringréta och
for potatis- och tomatplantor med symtom som ir typiska for eller ger anledning att misstdnka bakteriologisk vissnesjuka.
Den omfattar ett snabbscreeningtest, isolering av den sjukdomsalstrande organismen fran infekterad karlvavnad pa
diagnostiskt medium och, vid positivt utslag, identifiering av kulturen som Ralstonia solanacearum.

Flodesdiagram:

potatis- eller tomatplantor eller potatisknolar med symtom (*)

v

snabbscreeningtest (%)

v

ISOLERING

v

kolonier med typisk morfologi

JA

v

VERIFIERINGSTEST

Identifiering (*) av
renkulturen som
Ralstonia solanacearum
plus patogenitetstest (*)

JA

v

NEJ

plantor och/eller knélar infekterade
av Ralstonia solanacearum

NEJ ()

plantor och/eller knélar
¢j infekterade av
Ralstonia solanacearum
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Referenser till flodesdiagrammet:

(!) Symtomen beskrivs i avsnitt II.1.
() Ett snabbscreeningtest underldttar presumtiv diagnos.

Limpliga testmetoder ar:

Stromningstest av kirlvivnad frén stjalkar (avsnitt I1.2).
Test for poly-f8-hydroxibutyratkorn (avsnitt IL.2).
IF-test (avsnitt I11.2).

ELISA-test (avsnitt I11.3).

PCR-test (avsnitt I11.4).

Aven om isolering av den sjukdomsalstrande organismen genom plattspridning av olika utspidningar fran plantor med
typiska symtom ar enkel kan odling i kultur fran ldngt framskridna infektionsstadier misslyckas. Saprofytiska bakterier
som vixer pd sjuk vivnad kan vixa fortare dn eller himma den sjukdomsalstrande organismen pd isoleringsmediet.
Om isoleringstestet dr negativt men sjukdomssymtomen ir typiska mdste isoleringen upprepas, helst genom odling pa
selektivt medium.

o

EN

En renkultur av Ralstonia solanacearum kan identifieras tillforlitligt genom minst ett av testen i avsnitt I1.4.1 i
kombination med ett patogenitetstest (avsnitt I1.4.3). Karaktarisering av isolat dr valfri men rekommenderas for varje
nytt fall.
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2. Detektering och identifiering av Ralstonia solanacearum i prover av potatisknolar

Metoden anvinds for detektering av latenta infektioner i potatisknélar genom ett eller helst flera screeningtest vilka, om de
ir positiva, verifieras genom isolering av den sjukdomsalstrande organismen, foljd av, d& det giller isolering av typiska

kolonier, identifiering av en renkultur som Ralstonia solanacearum.

Referenser till flodesdiagrammet:

potatisknolar med symtom (')

v

SNABBSCREENINGTEST (%)

IF-test (°) och/eller
odling pa selektivt medel (*)
med valfri ytterligare test:

ELISA-test (°)
PCR-test (¢)
Anrikningstest ()

v Y

Provet ej
minst ett test alla utforda smittat av
positivt test negativa Ralstonia
solanacearum
ISOLERING
Odling p&  och/eller biotest (*)
selektivt
medel
Kolonier med typisk morfologi
Provet ej
smittat av
—_— ;
JA NE] Ralstonia
solanacearum
VERIFIERINGSTEST
Identifiering (°) av kulturen som
Ralstonia solanacearum plus
patogenitetstest (°)
Provet ej
- smittat av
JA NEJ = Ralstonia
solanacearum

v

Provet smittat av
Ralstonia solanacearum
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Referenser till flodesdiagrammet:

() Provmingd

Standardiserad provmingd ir 200 knolar. Proceduren kan emellertid dven ldtt anvindas for prover med firre
knolantal.

Screeningtest

Det dr mojligt att ett enda test inte ar tillrackligt kinsligt eller tillforlitligt for att detektera Ralstonia solanacearum i ett
prov. Darfor rekommenderas mer dn ett test. Om mojligt bor dessa test foretradesvis utforas enligt metoder baserade
pé olika biologiska principer.

Immunofluorescens-(IF)-test

IF-testet (indirekt metod) ar ett vil etablerat screeningtest. Detta dr en fordel jamfort med andra test som dnnu inte ar
fullt utvecklade eller godkianda. Testet anvinds for andra lagstadgade bakterier, t.ex Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus. Med de avlisningsparametrar som specificeras i denna metod ar den ett kinsligt test (troskelvirde
10°-10* celler per ml potatisextraktpellet).

Den kritiska faktorn for testresultatens tillforlitlighet dr kvaliteten pa antiserumet. Endast ett antiserum med hog titer
(minimum 2 000 for rdserumet) kan godtas, och alla test maste utforas vid antiserumets titer eller en utspadning lagre
an denna. Den indirekta metoden dr att foredra. Den direkta metoden kan tillimpas om testet har en kinslighetsniva
och specificitet som motsvarar den indirekta metodens.

IF-testet har fordelen av en subjektiv tolkning av cellmorfologin och fluorescensintensiteten som ger information om
specificiteten. Korsreaktioner med serologiskt besliktade bakterier fran jord eller potatisvivnad med likartad
cellmorfologi som Ralstonia solanacearum ir vanliga. IF-testet kan anviandas som enda screeningtest, men i fall dir
korsreaktioner misstidnks skall ett andra screeningtest, baserat pd en annan biologisk princip, utféras. I sd fall dr odling
pa selektivt medium det limpligaste testet.

Odling pa selektivt medium

Med det modifierade SMSA-mediet och den testmetod som specificeras i denna metod ar detta ett kinsligt och selektivt
test for Ralstonia solanacearum. Resultaten finns tillgingliga 3-6 dygn efter provprepareringen. Den sjukdomsalstrande
organismen erhdlls direkt i kultur och kan ldtt identifieras. For fullt utnyttjande av dess potential krdver testet
noggrann preparering av navelindar for att undvika sekundira bakterier som foljer med potatisknélen, som
konkurrerar med Ralstonia solanacearum pd mediet och som kan pdverka den sjukdomsalstrande organismens
utveckling. Vissa stammar kan vixa svagt dd mediets komponenter ocksd kan pdverka madlorganismen. Ralstonia
solanacearum madste noga skiljas frdn andra bakterier som kan utvecklas pad mediet. Odling pa selektivt medium kan
anvindas som enda screeningtest, men om ett negativt testresultat erhdlls och himning av Ralstonia solanacearum
genom andra bakterier pd mediet misstinks bor ett andra screeningtest goras. I sd fall ar IF-testet limpligast.

ELISA-test

ELISA-testet 4r vanligen mindre kinsligt 4n IF-testet (troskelvirde 10°-10° celler per ml potatisextraktpellet). Testet 4r
billigt och snabbt men vanligen mera utsatt for felaktigt positiva resultat (korsreaktioner) och felaktigt negativa resultat
(hdmning genom fenolmolekyler i potatisextraktet). Kraven pa antiserumspecificitet ar utomordentligt hoga varfor
ELISA-testet inte kan anvindas som enda screeningtest.

PCR-test

PCR har potential for en mycket kinslig detektion. Aven om det 4r mojligt att uppticka en enda DNA-molekyl i ett
prov himmas testet litt av vixt- eller knolextraktkomponenter vilket leder till felaktiga negativa resultat. Vissa
potatissorter innehdller flera inhibitorer an andra. Det dr ddrfor nodvindigt att avligsna dessa inhibitorer. Inhiberingen
kan reduceras genom utspidning, men populationerna av Ralstonia solanacearum spiads ocksd ut. Stor forsiktighet
madste iakttas i alla stadier av prov- och testpreparering for att forhindra kontaminering som skulle leda till felaktiga
positiva test. Falska positiva test kan ocksd upptrida genom sekvenshomologi fran andra organismer. Av dessa skal
kan direkt PCR inte anvidndas som enda screeningtest.

Anrikningstest

Inkubation av potatisextraktprover pa ett semi-selektivt substrat, t.ex. modifierat SMSA-substrat, mojliggor forokning
av Ralstonia solanacearum. Kanske mera betydelsefullt ar att det dven spader ut potentiella inhibitorer av ELISA- eller
PCR-test. Ralstonia solanacearum pa anrikningssubstrat kan alltsi upptickas genom IF, ELISA och PCR. Vi
rekommenderar inte direkt plattspridning frdn anrikat substrat. Dessa anrikningsmetoder ir inte grundligt provade och
testade. De tas med har ddrfor att de har en god potential. Eftersom det finns relativt liten erfarenhet av dem kan de
emellertid inte anvindas som enda metoder for detektion.

Biotest

Biotest anvinds for isolering av Ralstonia solanacearum i potatisextraktpellets genom selektiv anrikning i en vardvaxt
och kan goras pd tomatplantor eller dggplantor (aubergine). Testet krdver optimala inkubationsférhallanden enligt
metodens specifikation. Bakterier som himmar Ralstonia solanacearum pd SMSA-medium kommer sannolikt inte att
interferera i detta test.

Verifierande test(er)

En renkultur av Ralstonia solanacearum kan identifieras tillforlitligt genom minst ett av testen i avsnitt I1.4.1 i
kombination med ett patogenitetstest (avsnitt 11.4.3). Karaktirisering av isolat dr valfri men rekommenderas for varje
nytt fall.
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AVSNITT II

DIAGNOS AV MORK RINGROTA I POTATISPLANTOR OCH BAKTERIOLOGISK VISSNESJUKA PA POTATIS-

1.1

1.2.

OCH TOMATPLANTOR

Symtom

Symtom pa potatis

Potatisplantan. 1 det tidiga skedet av infektionen vissnar bladen mot toppen av plantan vid hoga dagstemperaturer, men
aterhdmtar sig under natten. Vissningen blir snabbt irreversibel och leder till att plantan dér. Kirlvdvnaden i stjdlkar
skurna pd tviren fran vissnade plantor kan bli brun och ett mjolkaktigt sekret avsdondras frdn den skurna ytan eller kan
latt pressas ut. Nar en skuren stjdlk stills i vatten strommar trddar av slem ut frdn kirlknippena.

Potatisknilen. Potatisknolarna maste skdras pd tvdren ndra navel-(= stolon-)anden. I det tidiga skedet av infektionen syns
en glasaktig gul till ljusbrun missfargning av karlringen fran vilken ett blekgult kramartat sekret spontant kommer fram
efter nigra minuter eller nir man trycker litt med tummen pa skalet nira den skurna ytan. Senare blir kiarlmissfirgningen
tydligare brun och nekrosen kan sprida sig till parenkymvivnaden. Vid ett langt framskridet skede bryter infektionen fram
fran navelinden och 6gonen vilket ger rodbruna, latt insjunkna lesioner i skalet fran vilka bakterieslem utsondras s& att
jordpartiklar hiftar vid.

Symtom pa tomat

Tomatplantan. Det forste synliga symtomet dr att de yngsta bladen blir sladdriga. Under gynnsamma miljoforhallanden for
den sjukdomsalstrande organismen (jordtemperatur cirka 25 °C, mittad fuktighet) foljer vixtforstoring och vissning av ena
sidan eller hela plantan inom ndgra fi dagar vilket leder till att hela plantan faller samman. Under mindre gynnsamma
forhdllanden (jordtemperatur under 21°C) kan ett stort antal extra rottrddar utvecklas pa stilken. En kladdig string kan
uppstd langs stjdlken vilket ar tecken péd nekros i det karlsystemet. Nir stjalken genomskirs utsondrar missfirgade bruna
kadrlvdavnader i stjalken droppar av vitt eller gulaktigt bakteriellt sekret.

Snabbscreeningtest
Ett snabbscreeningtest underlittar presumtiv diagnos. Anvind ett eller flera av foljande test:

Karlstromningstest
Nirvaron av Ralstonia solanacearum i vissnande potatisstjilkar kan bestimmas genom féljande enkla presumtiva test:

Skir av stjilken strax ovan markytan. Still den avskurna stjilken i en biagare med vatten. Strax kommer trddar av
bakterieslem att spontant stromma ut ur kérlknippena. Inga andra bakterier som orsakar infektion av potatisplantornas
karlvivnader visar detta fenomen.

Detektion av poly-p-hydroxybutyrate (PHB) korn

PHB-kornen i celler av Ralstonia solanacearum kan goras synliga genom firgning med Nilblitt A eller med Sudan-
svart B.

Bered antingen ett utstryk av bakterieslemmet eller den suspenderade viavnaden pa ett objektglas, eller ett utstryk av en
48-timmars kultur pd YPGA eller SPA (tilligg 1). Bered som kontroll positiva utstryk av en biovar 1/ras 3-stam och om
det anses lampligt en negativ kontroll frén en heterolog stam.

Lat torka. For snabbt undersidan av glaset flera gdnger genom ldgan tills utstryket dr fixerat.

Nilblatt-test

1. Drink in det fixerade utstryket med en 1% vattenlosning av Nilblatt A. Inkubera i 10 minuter vid 55°C.

Drinera av firglosningen. Tvitta snabbt i ldingsamt rinnande kranvatten. Avligsna overskottsvatten med liaskpapper.
Drink in utstryket med 8 % losning av dttiksyra i vatten. Inkubera i 1 minut vid rumstemperatur.

Tvitta forsiktigt i rinnande kranvatten. Liska torrt.

Aterfukta med en droppe vatten. Sitt pa ett tickglas.

A

Undersok det firgade utstryket i epifluorescensmikroskop vid 450 nm under oljeimmersion vid 1000 x forstoring.

Leta efter ljusorange fluorescens av PHB-korn. Undersok ocksd provet i vanligt ljus for att sikerstilla att kornen ir
intracellulira och att cellmorfologin ir typisk for Ralstonia solanacearum.
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Sudansvarttest
1. Drink in det fixerade utstryket med 0,3% Sudansvart B-losning i 70% etanol. Inkubera i 10 minuter vid

rumstemperatur.
2. Drinera av farglosningen. Tvitta snabbt i kranvatten. Avligsna 6verskottsvatten med ldskpapper.
3. Doppa utstryket en kort stund i xylol. Liska torrt.
Varning! Xylol ir en farlig produkt. Arbeta i dragskap.
4. Drink in utstryket med 0,5 % (w/v) safranin i vatten och limna i 10 sekunder vid rumstemperatur.
Varning! Safranin ir en farlig produkt. Arbeta i dragskdp.
5. Tvitta i langsamt rinnande kranvatten. Liaska torrt. Satt pé ett tickglas.
6. Undersok det firgade utstryket i ljusmikroskop (genomfallande ljus) under oljeimmersion vid 1000x forstoring.
PHB-korn i celler av Ralstonia solanacearum firgas blasvarta. Cellviggarna firgas skara.
Andra tester
Andra limpliga screeningtester dr IF-testet (avsnitt II1.2), ELISA-testet (avsnitt III.3) och PCR-testet (avsnitt II1.4).

3. Isoleringsforfarande

3.1 Avldgsna bakterieslem eller partier med missfirgad vdvnad fran knolens kirlring eller fran stjilkens karlstringar.
Suspendera bakterieslem eller missfirgad vivnad i en liten volym sterilt destillerat vatten eller 50 mM fosfatbuffert. Lat std
pa bianken 5-10 minuter.

3.2 Bered en decimal utspddningsserie, t.ex 1/10 och 1/100, av suspensionen eller mer om detta bedéms lampligt.

3.3 Overfor en standardvolym av suspensionen pa ett vanligt niringsmedium (NA, YPGA och SPA, tilligg 1) och/eller
Kelmans tetrazolium medium (tilligg 1) och/eller SMSA selektivt medium (tilligg 7). Sprid en utspadningsserie med
lamplig plattspridnings- eller strykteknik. Om det anses limpligt forbereds separata plattor fore varje medium med en
cellsuspension av en virulent biovar 2/ras 3-stam av Ralstonia solanacearum som positiv kontroll.

3.4 Inkubera plattorna i 3 dygn vid 28°C. Inkubationen kan forlingas till 6 dygn om tillvixten dr lingsam, men kolonier pa
SMSA plattor blir ofta atypiska och dor.

P4 det allmidnna niringsmediet utvecklar virulenta isolat av Ralstonia solanacearum pirlvita, platta, oregelbundna, flodiga
kolonier med karakteristiska virvlar.

P4 Kelmans tetrazolium medium utvecklar virulenta isolat av Ralstonia solanacearum graddvita, platta, oregelbundna och
flodiga kolonier med blodrodfirgade virvlar i centrum. Icke virulenta former utvecklar smorlika, djuproda kolonier.

P4 SMSA mediet utvecklar virulenta isolat av Ralstonia solanacearum mjolkvita, platta, oregelbundna, flodiga kolonier
med tydliga roda till purpurfirgade centra.

Avirulenta former av Ralstonia solanacearum utvecklar mindre flodiga kolonier som adr helt skdra till roda pa
SMSA-mediet.

3.5 Renodla kolonier med karakteristisk morfologi genom subkultur pd ett vanligt niringsmedium. Undvik regelbunden
subkulturodling som kan framkalla virulensforlust.

4. Verifieringstester

4.1 Identifiering av Ralstonia solanacearum

Identifiera renkulturer av Ralstonia solanacearum med minst en av foljande metoder:

Nirings- och enzymatiska test

Obs: Inkludera limpliga kontrollisolat i varje test.
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Foljande fenotypiska egenskaper hos Ralstonia solanacearum dr alltid ndrvarande eller franvarande:
Fluorescerande pigment -
PHB-innehall +
Oxidation/Fermentation (O/F) test O+/F-
Katalas +
Kovacs’ oxidas +
Nitratreduktion +
Citratutnyttjande +
Vixt vid + 40°C -
Tillvaxt i 1% NaCl +
Tillvaxt i 2% NaCl -
Arginindihydrolas -
Gelatinsmaltning -
Stirkelsehydrolys -
Aesculinhydrolys -
Levanproduktion -
(Lelliott and Stead, 1987)
IF-test
Bered en suspension av 10° celler per ml av kulturen och kontrollisolaten. Bered en serie av tvifaldiga utspidningar av
antiserumet. Tillimpa IF-metoden (avsnitt II1.2). Kulturen mdste ha samma IF-titer som den positiva kontrollen.
ELISA-test
Bered en suspension av > 10° celler per ml av kulturen och ett positivt kontrollisolat. Tillimpa ELISA-metoden
(avsnitt 1IL.3). Kulturen méste ha samma ELISA-virde som den positiva kontrollen.
PCR-test
Bered en suspension av 10° celler per ml av kulturen och ett positivt kontrollisolat. Tillimpa PCR-metoden (avsnitt II1.4).
PCR-produkten av kulturen méste ha samma storlek och restriction enzyme analysis (REA)-monster som den positiva
kontrollen.
Fluorescent in-situ-hybridisering (FISH)
Bered en suspension av 10° celler per ml fran kulturen och ett positivt kontrollisolat. Tillimpa FISH-metoden (van
Beuningen et al. 1995) med OLI-1 PCR-primern (Seal et al. 1993). Kulturen maéste visa samma reaktion som den positiva
kontrollen.
Proteinprofilering
Denaturerade hela cellproteiner separeras genom polyakrylamidgelelektrofores -PAGE (Stead, 1992a).
Fettsyraprofilering (FAP)
Odla kulturen och ett positivt kontrollisolat i 48 timmar vid 28°C pd trypticase-soja-agar och tillimpa FAP-metoden
(Janse, 1991; Stead, 1992a; Stead, 1992b). Kulturen mdste visa samma profil som den positiva kontrollen. Under de
specificerade villkoren dr 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H och 18:1 20H karakteristiska fettsyror.

4.2 Isolatkarakterisering

Karakterisering av isolat dr valfri men rekommenderas for varje nytt fall med minst en av féljande metoder:
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Biovarbestimning
Ralstonia solanacearum separeras i biovarer pd grundval av férmdgan att producera syra fran tre hexosalkoholer och tre
sockerarter (Hayward, 1964 och 1994):
Biovar
1 2 3 4 N
Utnyttjande av:
— maltos - + + - +
— laktos - + + - +
— cellobios - + + - +
— mannitol - - + + +
— sorbitol - - + ¥ _
— dulcitol - - + + -
Ytterligare test differentierar biovar 2 i subfenotyper (Hayward, 1994):
Biovar 2 Biovar 2-A Biovar 2-T
Utnyttjande av trehalos - + +
Utnyttjande av inositol + - +
Utnyttjande av D-ribos - - +
Pectolytisk aktivitet lag lag hog
Rasbestimning
Rasen (Buddenhagen et al., 1962) bestims pa grundval av ett patogenitetstest pa tomatplantor eller dggplantor och
tobaksplantor och genom ett hypersensitetsreaktionstest (HR) pd tobaksblad (Lozano och Sequeira, 1970):
Ras(*)
1 2 3
Reaktion pa:
— tomatplanta/dggplanta vissning ingen reaktion vissning
— tobaksplanta vissning ingen reaktion ingen reaktion
— tobaksblad nekros HR (12-24 tim) kloros
(48 tim) och (2-8 dagar)
vissning (7-8 dagar)
(*) Ras 4 (patogen pd ingefira och ndgra andra virdvixter) och ras 5 (endast patogen pd mullbir) ir inte inkluderade.
Rasbestimning genom patogenitetstest eller hypersensitivitetstest pa tobak ar inte helt tillforlitligt och kan istillet bedomas
utifrdn biovartillhorighet och den naturliga virdvixten.
Kulturen kan dessutom karakteriseras genom:
Genomiskt fingeravtryck
Molekylir differentiering av stammar av Ralstonia solanacearum-komplexet kan goras genom:
RFLP-analyse (Cook et al., 1989)
Repetitiv sekvens-PCR [REP-, ERIC- & BOX-PCR (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995)].
4.3 Patogenitetstest

Detta test anvinds for verifering av diagnosen av Ralstonia solanacearum och for bedomning av virulens hos kulturer
identifierade som Ralstonia solanacearum.

Bered ett inokulum av 10° celler per ml av kulturen och ett positivt kontrollisolat. Inokulera fem till tio tomatplantor eller
aggplantor pa trebladsstadiet eller dldre (avsnitt II1.6). Inkubera i upp till 2 veckor vid 22-28°C och hog relativ fuktighet
med daglig vattning. Observera vissningssymtom och/eller epinasti, kloros, dvargvaxt.

Isolera fran plantor med symtom:
— Avldgsna en bit vixtvivnad fran stjdlken, 2 cm ovanfor inokuleringspunkten.

— Finfordela och suspendera i en liten volym sterilt destillerat vatten eller 50 mM forsfatbuffert. Sprid ut pd agar,
inkubera och kontrollera om plattorna har typiska kolonier av Ralstonia solanacearum.



21.8.98

Europeiska gemenskapernas officiella tidning L235/17

AVSNITT III

DETEKTERING OCH IDENTIFIERING AV RALSTONIA SOLANACEARUM I PROVER AV POTATISKNOLAR

Obs: Standardiserad provmingd dr 200 knolar. Proceduren kan emellertid dven litt anvindas for prover med firre knolantal.

1.1

1.2

1.3

1.4

Beredning av provet for testning

Obs! Den potatisextraktpellet som erhdlls i detta forfarande kan dven anvindas for detektion av Clavibacter michiganen-
sis subsp. sepedonicus.

Atgirder fore test, om de anses limpliga:

i) Inkubera provet vid 25-30°C i upp till 2 veckor for att stimulera férokning av ldga populationer av Ralstonia
solanacearum.

ii) Tvatta knolarna under rinnande vatten med limpliga desinfektionsmedel och tvattmedel. Lufttorka knolarna.
Avligsna med en ren, desinficerad skalpell eller gronsakskniv epidermis fran varje knols navelinde sd att kirlvivnaderna

just blir synliga. Skar forsiktigt ut en liten konisk kdrna (3-5 mm i diameter) av kirlvivnad i navelinden av varje knol.
Mingden icke-kirlvivnad skall vara minsta mojliga. Naveliandar skirs fran varje knol.

Obs!  Okulérbesiktning av knoélarna (avsnitt II.1) kan goras pa detta stadium. Ligg undan alla knolar med symtom eller
kraftig rota och testa separat (avsnitt II).

Samla navelindarna i en sluten behallare. Navelindarna bor helst behandlas omedelbart. Ar detta inte majligt bor de inte
lagras langre dn 24 timmar — eller vid 4°C inte ldngre dn 72 timmar.

Behandla navelindarna enligt ndgot av foljande foérfaranden:

i) Overfor naveldndarna till en limplig behallare.
Sdtt till en sd stor volym malningsbuffert (tilligg 2) att kdrnorna ticks.

Finfoérdela navelindarna i en mixer eller med Ultra Thurrax tills de precis ndtt fullstindig homogenisering. Undvik
overdriven homogenisering.

Lat det upplosta materialet dra i 15-30 minuter.
ii) Overfor navelindarna till en limplig behallare.
Satt till s4 mycket malningsbuffert att navelindarna ticks.
Placera behallaren pé en rotationsskak.
Inkubera vid 50-100 rpm i 4 timmar vid 20-22°C eller i 16-24 timmar vid 4°C.

iii) Overfor navelindarna till en kraftig engingspise for finfordelning (t.ex. Stomacherpise med dimensionerna
105 x 150 mm, steriliserad genom stralning).

Krossa navelindarna forsiktigt med ett limpligt verktyg, t.ex. en hammare, tills de precis natt fullstindig
homogenisering.

Satt till en malningsbuffert s att de krossade navelindarna ticks.

Lat det upplosta materialet sitta sig i 15-30 minuter.

Extrahera bakterierna frin de behandlade navelindarna med nigon av foljande metoder:

i) Dekantera forsiktigt det upplosta materialet i ett centrifugror sd att avfallet stannar kvar i behdllaren eller pdsen. Om
det dekanterade upplosta materialet dar grumligt: centrifugera vid hogst 180 g i 10 minuter vid en temperatur
understigande 10°C.

Centrifugera det dekanterade upplosta materialet eller vitskefasen fran det forsta centrifugeringssteget vid 7 000 g i
15 minuter eller vid 10 000 g i 10 minuter vid en temperatur understigande 10°C.

Kasta bort vitskefasen utan att stora pelleten.

ii) Filtrera det dekanterade upplosta materialet genom ett filtreringssystem vid en porstorlek av 40-100 wm. Pdskynda
filtreringen med hjilp av en vakuumpump.

Samla upp filtratet i ett centrifugror.
Tvitta filtret med malningsbuffert.

Centrifugera filtratet vid 7000 g i 15 minuter eller vid 10 000 g i 10 minuter vid en temperatur understigande
10°C.

Kasta bort vitskefasen utan att stora pelleten.
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1.5 Atersuspendera pelleten i 1 ml pelletbuffert (tilligg 2).
Dela i tvd lika delar och 6verfor varje del till ett mikroror.
Anvind ett mikroror for testning. Bevara resten av detta extrakt vid 4°C under testningen.
Tillsdtt 10-25 % (v/v) steril glycerol till det andra mikrororet. Skaka. Lagra vid -18°C (veckor) eller vid -70°C
(ménader).
2. Immunofluorescens-(IF)-test
Anvind antiserum for Ralstonia solanacearum, helst ras 3/biovar 2. Bestim titern pa en suspension av 10° celler per ml
frin den homologa stammen av Ralstonia solanacearum med en limplig utspidning av fluoresceinisothiocyanat-
(FITC-)konjugat enligt tillverkarens rekommendationer. Rdserum bor ha en IF-titer av minst 1:2 000.
Anviand multispot-objektglas med helst 10 fonster av minst 6 mm diameter.
Tillsitt en FITC-konjugatkontroll pd varje testglas. Testet bor upprepas med en PBS-kontroll om ndgon positiv cell
observeras i FITC-kontrollen.
Bered separata positiva kontrollglas med en suspension av 10° celler per ml fran ett limpligt ras/biovarisolat av Ralstonia
solanacearum. Ta med ett glas i varje testserie.
2.1 Preparera testglas enligt ndgon av foljande metoder:
i) For pelletar med relativt lite stirkelse:
Pipettera en uppmitt standardvolym (15 wl ar lampligt for 6 mm fonsterdiameter — 6ka volymen for storre fonster) av
den atersuspenderade pelleten pd en fonsterrad. Den aterstdende raden kan anvindas som duplikat eller for ett andra
prov enligt figur 1.
ii) For andra pelletar:
Bered decimala utspiddningar, d.v.s. 1/10, 1/100 och 1/1 000 av den &tersuspenderade pelleten i pelletbuffert. Pipettera
en uppmitt standardvolym (15 wul dr limpligt for 6 mm fonsterdiameter — 6ka volymen for storre fonster) av den
atersuspenderade pelleten och varje utspadning pa en fonsterrad. Den aterstidende raden kan anvandas som duplikat
eller for ett andra prov enligt figur 2.
2.2 Lat dropparna torka. Fixera bakteriecellerna pa glaset antingen genom upphettning, flambering med 95 % etanol.
2.3 IF-forfarande

i) Enligt testglaspreparering i 2.1 (i):
Bered en serie dubbla utspddningar av antiserumet i IF-buffert (Tillagg 3):
1/4 av titern (T/4), 1/2 av titern (T/2), titern (T) och dubbla titern (2T).
ii) Enligt testglaspreparering i 2.1 (ii):

Bered arbetsutspadningen (WD) av antiserumet i IF-buffert. Arbetsutspiadningen ir den utspidning av antiserum som
har optimal specificitet och dr vanligen halva titern.
Figur 1
Preparering av testglas enligt 2.1i och 2.3i
En standardutspadning av dtersuspenderad pellet

T = titer

FITC T/4 T2 T 2T O Dubbel utspidning

av antiserum

Prov 1 @1 [ P) ®; @ ®;

Duplikat av
prov 1 eller

prov 2 @ o @ @ ® 0




21.8.98 Europeiska gemenskapernas officiella tidning L 235/19

Figur 2

Preparering av testglas enligt 2.1ii och 2.3ii

FITC Standardutspadning av antiserum
Outspadd Outspadd 1/10 1/100 1/1 000 O Decimal utspidning
av atersuspenderad pellet
Prov 1 0 L J) 0 L ®;

Duplikat av
prov 1 eller

prov 2 @ @7 @3 @ @0

2.3.1 Ordna glasen pa fuktigt hushallspapper/pappershandduk.

Tick fonstren med antiserumutspadning(ar). Tillsitt PBS pd FITC-fonstren. Den volym antiserum som tillsitts pa fonstren
maste vara lika med volymen tillsatt extrakt.

2.3.2 Inkubera under lock i 30 minuter vid rumstemperatur.

2.3.3 Skaka av antiserumdropparna frin glaset och skolj glasen noga med IF-buffert. Tvitta 5 minuter i IF-buffert-Tween och
sedan 5 minuter i IF-buffert (tilligg 3).

Avligsna noga 6verskottsfukt med papper.

2.3.4 Ordna glasen pa fuktigt papper.

Tick testfonstren och FITC-fonstret med den utspidning av FITC-konjugat som anvinds for att bestimma titern. Den
volym konjugat som tillsitts pd fonstren mdaste vara lika med volymen tillsatt antiserum.

2.3.5 Inkubera under lock i 30 minuter vid rumstemperatur.

2.3.6 Skaka av konjugatdropparna frin glaset. Skolj och tvitta som ovan (2.3.3).

Avldgsna noga overskottsfukt.

2.3.7 Pipettera 5-10 wul 0,1 M fosfatbuffrad glycerol (tilligg 3) eller motsvarande pd varje fonster och ligg pa ett tickglas.

2.4 Avldsning av IF-testet

Undersok testglasen i ett epifluorescensmikroskop med filter limpliga for FITC under oljeimmersion vid 500-1 000
gangers forstoring. Scanna fonstren utefter tvd diametrar i rit vinkel och runt perimetern.

Kontrollera glaset med positiv kontroll forst. Cellerna mdste vara klart fluorescerande och helt firgade.
Obs! Testet maste aterupprepas om fargningen dr avvikande.

Avlds testglasen. Sok efter franvaro av fluorescerande celler i FITC-kontrollfonstret. Fluorescerande celler i FITC-
kontrollen indikerar icke-specifik bindning av konjugatet, autofluorescens eller kontaminering.

Obs! Upprepa testet om siddana observeras.

Sok efter ljusa fluorescerande celler med karakteristisk morfologi av Ralstonia solanacearum i testfénstren. Fluorescens-
intensiteten madaste motsvara det positiva kontrollisolatets vid samma antiserumutspddning. Celler med ojamn eller
ofullstindig firgning eller med svag fluorescens beaktas inte om det inte finns minga sidana celler (se tolkning av IF
testresultat).

Tolkning av IF-testresultatet

i) For varje prov som saknar ljusa fluorescerande celler med karakteristisk morfologi dr IF-testet negativt.

ii) For varje prov med ljusa fluorescerande celler med karakteristisk morfologi, bestim medeltalet celler per mikroskop-
falt och berikna antal celler (N) per ml dtersuspenderad pellet (tilligg 4).

En population pa ca 10° celler per ml atersuspenderat pellet anses vara detektionsgrinsen for IF-testet:
— for prov med N > 10° celler per ml ar IF-testet positivt.

— for prov med N < 10° celler per ml kan IF-testet anses vara positivt.
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iii) Om ett hogt antal (> 10° celler per ml) ofullstindigt eller svagt fluorescerande celler forekommer vid antiserumets
titer, skall ett andra test utforas:

— antingen ett test baserat pd en annan biologisk princip
eller

— ett nytt [F-test med antingen ett andra antiserum eller en tiospadning av pelleten.

3. ELISA-test
Baserat pd Robinson-Smith et al., 1995.

Anvind antiserum for Ralstonia solanacearum, helst mot ras 3/biovar 2-stam. Bestdm titern i en suspension av 10° celler
per ml frin den homologa stammen av Ralstonia solanacearum.

Anvindning av NUNC Polysorp-mikrotiterplattor rekommenderas.
Ligg till en negativ potatisextraktkontroll och en fosfatbuffrad salt-(PBS-)kontroll.

Anvind en suspension av > 10° celler per ml fran en limplig ras/biovar av Ralstonia solanacearum som positiv kontroll.
Testa exakt som provet/proven men vil avskilt frin dessa pd mikrotiterplattan.

31 Pipettera 100-200 wl av den &tersuspenderade pelleten i ett mikroror.

Upphetta 4 minuter vid 100°C. Still mikrororet pd kylning.

32 Tillsitt en motsvarande volym coatingbuffert av dubbel styrka (tilligg 5). Skaka.
3.3 Tillsatt 100 wl prov till minst 2 brunnar pa mikrotiterplatten. Inkubera i en timme vid 37°C eller 6ver natt vid 4°C.
3.4 Hall ut extrakten frdn brunnarna. Tvitta brunnarna tre gdnger med PBS-Tween (tilligg 5), varvid den sista tvittldsningen

far vara kvar i brunnarna minst 5 minuter.

3.5 Bered den tillimpliga utspidningen av Ralstonia solanacearum-antiserum i blockeringsbuffert (tilligg 5). Tillsitt 100 wl
utspitt antiserum till varje brunn.

Inkubera 1 timme vid 37°C.
3.6 Hall ut extrakten frdn brunnarna. Tvitta brunnarna som ovan (3.4).

3.7 Bered den tillimpliga utspadningen av alkaliskt fosfataskonjugat i blockeringsbuffert. Tillsitt 100 wl utspitt konjugat till
brunnarna. Inkubera 1 timme vid 37°C.

3.8 Hill ut extrakten fran brunnarna. Tvitta brunnarna som ovan (3.4 och 3.6).

3.9 Bered den alkaliska fosfatassubstratlosningen (tillagg 5). Tillsitt 100 wl till brunnarna. Inkubera i 30 minuter till 1 timme i
morker vid laboratorietemperatur.

3.10 Lis av absorptionen vid 409 nm.

Tolkning av ELISA-testet
ELISA-testet dr negativt om provets optiska densitet (O.D.) dr < 2x den negativa kontrollens O.D.

ELISA-testet ir positivt om provets optiska densitet (O.D.) 4r > 2x den negativa kontrollens O.D.

4. PCR-test
Baseras pa Seal et al., 1993.

Obs! Pipettspetsar med filterpropp mdste anvindas pa alla stadier av provpreparering och annan behandlung diar PCR
ingar.

Bered en suspension av 10° celler per ml frin en ras 3/biovar 2-stam av Ralstonia solanacearum som positiv kontroll.
Testa exakt som provet/proven.

4.1 Pipettera 100 ul av den atersuspenderade pelleten i ett mikroror.

Alternativt, for over 90 ul av den atersuspenderade pelleten i ett mikrorér med 10 ul 0,5 M NaOH. Blanda genom att
vinda upp och ner pd mikrororet upprepade ganger.
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4.2 Upphetta 4 minuter vid 100°C. Still mikrororet pa kylning omedelbart.
4.3 Bered minst tvd decimala utspddningar, t.ex. 1/10 och 1/100 eller fler, i sterilt destillerat eller ultrarent vatten (UPW).
4.4 Bered PCR-reaktionsblandningen (tilligg 6) i ett sterilt ror genom tillsats av foljande komponenter i nimnd ordning:
For 50 wl reaktionsvolym
Komponent Kvantitet Slutkoncentration
Sterilt destillerat eller 30,8 wml-33,8 ul
UPwW
10 x PCR-buffert 5,0 ul 1x
d-ATP 1,0 ul 0,2 mM
d-CTP 1,0 pl 02 mM
d-GTP 1,0 pl 02 mM
d-TTP 1,0 ul 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 uM) 2,5 ul 1 uM
Primer Y-2 (20 uM) 2,5 wl 1 uM
Tag-polymeras (5U/ul) 0,2 ul 1,0 U
Totalvolym 45 wl-48 ul
For flera reaktioner
Berikna kvantiteten av varje komponent for erforderligt antal reaktioner.
Blanda komponenterna och overfor 45 wl-48 wl av blandningen till sterila PCR-ror.
Forvara roren med PCR-reaktionsblandningen kylda.
For 25 wl reaktionsvolym:
Minska komponenterna i motsvarande grad.
4.5 PCR-amplifiering
4.5.1 Alternativ! Pulscentrifugera roren med det kokta provet och en positiv kontroll.
Tillsdtt i ndmnd ordning 2-5 ul av provet/proven, vattenkontroll och positiv kontroll till réren med PCR-reaktionsbland-
ningen. Placera roren i virmeblocket i en DNA-thermocykelapparat.
4.5.2 Kor foljande program:
1 cykel under:
i) 2 minuter vid 96 °C: denaturering av forlaga/mall
50 cykler under:
ii) 20 sekunder vid 94°C: denaturering
iii) 20 sekunder vid 68°C: pakoppling av primers
iv) 30 sekunder vid 72°C: férlingning av kopia
1 cykel under:
v) 10 minuter vid 72°C: fullfoljd kopiering
1 cykel:
vi) stillastiende vid 4°C
Obs! Dessa parametrar giller for en Perkin Elmer 9600. Andra termocykelapparater kan kriva mineraloljetickning i
PCR-reaktionsroren och/eller modifikation av varaktigheten av steg ii, iii och iv i amplifieringsprofilen.
4.5.3 Avldgsna roren fran apparaten. Analysera PCR-produkten. Om detta inte gors omedelbart, férvara roren vid 4°C om de
skall anvindas samma dag, vid -18°C for liangre tids forvaring.
4.6 Analys av PCR-produkten
PCR-fragmenten uppticks genom agarosgelelektrofores och fiargning med ethidiumbromid.
4.6.1 Bered en limplig agarosgel genom att forsiktigt hetta upp agaros i tris-acetat-elektrofores-(TAE)-buffert till kokning.
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4.6.2 Kyl den smilta agarosen till 50-60°C, hill den i elektroforesenhetens form och sitt in kammen. Lat gelen stelna.

4.6.3 Avligsna kammen. Sink ner gelen i TAE sa att det precis ticks (2-3 mm) av bufferten.

4.6.4 Placera 3 wl droppar av buffert pd parafilm. Sitt till 12 ul av PCR-produkten, antingen frin proven, den positiva
kontrollen eller vattenkontrollen, och blanda genom forsiktig uppsugning i pipettspetsen fore fyllning. De nimnda
volymerna kan anpassas sd att de overensstimmer med volymen pd brunnarna i agarosgelen.

4.6.5 Fyll forsiktigt brunnarna i gelen. Ta med som referens en limplig DNA-markor i minst en brunn.

4.6.6 Anslut trddarna pa kraftkillan och elektroforesutrustningen. Kor gelen vid 5-8 V/cm tills sparindikatorns frimre dnde ar
inom 1 cm frdn dnden av gelen.

4.6.7 Sting av strommen. Ta bort trddarna fran elektroforesenheten. Ta forsiktigt bort gelen. Siank ner i ethidiumbromidlosning
1 30-45 minuter.

Obs! Anvind alltid engdngshandskar vid arbete med ethidiumbromid som ir en kraftig mutagen!

4.6.8 Avfirga i destillerat vatten i 10-15 minuter.

4.6.9 Betrakta de amplifierade DNA-fragmenten med UV-genomlysning. PCR-produkten av Ralstonia solanacearum med
primerserien OLI-1 och Y-2 dr 288 bp ldng. Kontrollera mot DNA-markéren och mot den positiva kontrollen.

Obs! Vattenkontrollen maste under alla forhallanden vara negativ. Ar den positiv maste testet upprepas.

4.6.10 Fotografera gelen om varaktig dokumentation krivs.

4.6.11 Verifiera det amplifierade fragmentets dkthet med restiktionsenzymanalys (REA).

4.7 Restriktionsenzymanalys (REA)

4.71 Overfor 8,5 ul av PCR-produkten (4.5.3) till ett nytt mikrorér. Sitt till 1 wl 10x enzymbuffert och 0,5 wul
restriktionsenzym Ava II.

4.7.2 Blanda genom forsiktig uppsugning i pipettspetsen. Om droppar stannar kvar pa rorets viggar, pulscentrifugera i
mikrocentrifug. Inkubera en timme vid 37°C.

4.7.3 Analysera de uppdelade PCR-fragmenten med agarosgelelektrofores enligt ovan (4.6).

Tolkning av PCR-resultaten

PCR-testet dr negativt om det karakteristiska 288 bp-fragmentet inte upptiacks och fragmentet uppticks i det positiva

kontrollisolatet av Ralstonia solanacearum.

PCR-testet dr positivt om 288 bp-fragmentet uppticks och REA-analys av det forstirkta fragmentet ar identisk med det

positiva kontrollisolatet av Ralstonia solanacearum.

5. Odling pa selektivt medium
Baseras pa Elphinstone et al., 1996.

5.1 Utfor testet genom en limplig utspadningsplatt-teknik, t.ex:

i) Bered minst tvd decimala utspadningar, d.v.s. 1/10 och 1/100 eller fler om s 6nskas, av den &tersuspenderade pelleten
i pelletbuffert. Pipettera en uppmitt standardvolym (50-100 ul) av den tersuspenderade pelleten och varje utspidning
till ett modifierat SMSA selektivt medium (tilligg 7) och sprid med en glasstav 6ver hela mediets yta.

Om det anses limpligt utférs dven ett utspidningsutstryk av en 10 ul ogla med den atersuspenderade pelleten.
Flambera o6glan mellan utstryken.

ii) For over en uppmitt standardvolym (50-100 wl) av den &tersuspenderade pelleten till ett modifierat SMSA selektivt
medium och sprid med en glasstav 6ver hela mediets yta. Gor utstryk med staven utan flambering pd ytterligare tva
modifierade SMSA-plattor.

52 Tillsitt med samma utspidningnsplatt-teknik en suspension av 10° celler per ml frin en ras 3/biovar 2-stam av Ralstonia
solanacearum som positiv kontroll pd en serie separata modifierade SMSA-plattor.

53 Inkubera plattorna vid 28°C. Borja ldsa av plattorna efter 3 dagar. Om de dr negativa, inkubera vidare upp till 6 dagar.
Virulenta isolat av Ralstonia solanacearum utvecklar mjolkvita, platta, oregelbundna, flodiga kolonier med tydliga roda till
purpurfirgade centra som visar inre strimmor eller virvlar.

5.4 Renodla kolonier med karakteristisk morfologi genom subkultur pé ett vanligt niringsmedium (tilligg 1).
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5.5

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

7.1

7.2

7.3

Identifiera rena kulturer (avsnitt 11.4.1) och verifiera Ralstonia solanacearum med ett isolat med patogenitetstest (avsnitt
11.4.3).

Tolkning av resultatet pd selektivt medium

Testet pa selektivt medium ir negativt om inga kolonier isoleras inom sex dagar eller om inga karakteristiska kolonier av
Ralstonia solanacearum isoleras, forutsatt att ingen inhibition frin kolonier av andra bakterier misstinks och att Ralstonia
solanacearum karakteristiska isolat dterfinns pd de positiva kontrollerna.

Test pd selektivt medium dr positivt om karakteristiska kolonier av Ralstonia solanacearum isoleras.

Biotest

Baseras pa Janse, 1988.

Anvind 10 testplantor (mottagliga tomat- eller dggplantor) pa trebladsstadiet for varje prov. Vattna inte testplantorna
inom 24 timmar fore inokuleringen.

Fordela 100 ul atersuspenderad pellet mellan testplantorna. Inokulera i stjilken mellan hjartbladen och pd ett eller flera
andra stillen.

Inokulera med samma teknik 10 sméaplantor med en suspension av 10° celler per ml av en virulent ras 3/biovar 2-stam av
Ralstonia solanacearum som positiv kontroll och med pelletbuffert som negativ kontroll. Separera de positiva kontroll-
plantorna fran de andra plantorna for att undvika korskontaminering.

Odla plantorna vidare upp till 4 veckor, vid 22°C-28°C, med hog relativ fuktighet och med daglig vattning. Notera
utveckling av vissningssymtom, epinasti, kloros och/eller férsvagad tillvaxt.

Isolera fran infekterade plantor (avsnitt II). Identifiera rena kulturer med karakteristisk morfologi (avsnitt I11.4.1) och
verifiera Ralstonia solanacearum-kulturer med ett patogenitetstest (avsnitt I11.4.3)

Om det anses limpligt, kontrollera franvaro av infektion i serier av testplantor som inte visar tecken pa infektion.
Avlagsna fran varje testplanta en 1 cm sektion av stjilken frdn 2 cm ovanfor inokuleringsstillet. Homogenisera
vivnaderna i upplosningsbuffert. Gor utspadningsplatt-test (avsnitt IIL.5.1). Om det ir positivt, identifiera rena kulturer
med karakteristisk morfologi (avsnitt I1.4.1) och verifiera Ralstonia solanacearum-kulturer med ett patogenitetstest (avsnitt
11.4.3).

Tolkning av resultatet av biotest

Biotestet dr negativt om testplantorna inte ar infekterade av Ralstonia solanacearum och under forutsittning att Ralstonia
solanacearum detekterats i den positiva kontrollen.

Biotestet dr positivt om testplantorna ir infekterade av Ralstonia solanacearum.

Anrikningstest

Baseras pa Elphinstone et al., 1996

For 6ver 100 ul av den suspenderade pelleten i 3 ml modifierat SMSA-substrat (tilligg 7).

Inkubera 48 timmar och i varje fall inte lingre d4n 72 timmar, vid 28 °C med locket pa roret 16st pasatt for luftning.
Satt fast locket och skaka. Prov for IF-testet (detta avsnitt 2), ELISA-testet (detta avsnitt 3) och/eller PCR-testet (detta

avsnitt 4).

Patogenitetstest

Se avsnitt 11.4.3.
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Naringsmedier for isolering och odling av Ralstonia solanacearum

Tilldgg 1

Niringsagar (Nutrient Agar, NA)

Nutrient Agar (Difco)

Destillerat vatten

23 g

1 liter

Bered '/-litersvolymer av mediet i 1-litersflaskor.

Los ingredienserna.

Sterilisera genom autoklavering vid 121°C i 15 minuter.

Kyl till 50°C. Hall ut pa plattor.

Jast-pepton-glukosagar (Yeast Peptone Glucose Agar, YPGA)

Jastextrakt (Difco)

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

Destillerat vatten

Sg
Sg
10g
15¢g

1 liter

Bered '/,-litersvolymer av mediet i 1-litersflaskor.

Los ingredienserna.

Sterilisera genom autoklavering vid 121°C i 15 minuter.

Kyl till 50°C. Hall ut pa plattor.

Sucrospeptonagar (Sucrose Peptone Agar, SPA)

Sucros

Pepton

K,HPO,
MgSO,47H,0
Bacto agar (Difco)

Destillerat vatten

20 g
5g
0,5¢g
0,25 g
15¢g

1 liter

Bered '/-litersvolymer av mediet i 1-litersflaskor.

Los ingredienserna. Justera till ph 7,2-7,4 om sd erfordras.

Sterilisera genom autoklavering vid 121°C i 15 minuter.

Kyll till 50°C. Hall ut pé plattor.

Kelmans tetrazoliummedium

Casamino acids (Difco)
Bacto pepton (Difco)
Dextros

Bacto agar (Difco)

Destillerat vatten

lg
10¢g
Sg
15¢g

1 liter

Bered '/,-litersvolymer av mediet i 1-litersflaskor.

Los ingredienserna.

Sterilisera genom autoklavering vid 121°C i 15 minuter.

Kyl till 50°C.

Tillsatt en filtersteriliserad vattenlosning av trifenyl-tetrazoliumklorid (Sigma) s& att en slutkoncentration av

50 mg per 1 uppnas.

Hall ut pa plattor.
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Tillagg 2

Material for provpreparering

Malningsbuffert: 50 mM fosfatbuffert, pH 7,0

Denna buffert anvinds fér malning av viavnad.

Na,HPO, 4,26 g
KH,PO, 272 g
Destillerat vatten 1 liter

Los ingredienserna och kontrollera pH. Dela upp pa limpligt sitt. Sterilisera genom autoklavering vid
121°C i1 15 minuter.

Tillsats av 5 % Polyvinylpyrrolidon — 40 000 MWT(PVP-40) rekommenderas nir direkt PCR-test gors for
att minska forekomsten av amplifieringshimning genom aromatiska molekyler i extraktet.

Tillsats av en deflockulant, ett antiskummedel eller en anti-oxidant rekommenderas med anvindande av
Waring mixer eller Ultra Turrax homogeniseringsforfarande for malning av potatisvivnadskiarnorna.

Lubrolflingor 0,5 g per |
DC silikon-antiskum 1,0 ml per |
Tetra-natriumpyrofosfat 1,0 g per |

Autoklavera separat. Tillsitt till onskad koncentration.
Pelletbuffert: 10 mM fosfatbuffert pH 7,2

Denna buffert anvinds for dtersuspension och utspidning av pellettarna av potatisens navelindar.

Na,HPO,-12H,0 27 g
NaH,P0O,42H,0 04 g
Destillerat vatten 1 liter

Los ingredienserna och kontrollera pH. Dela upp pd lampligt sitt. Sterilisera genom autoklavering vid
121°C i 15 minuter.
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Tilldgg 3

Material for IF-test

IF-buffert: 10 mM fosfatbuffrad saltlosning (PBS), pH 7,2

Denna buffert anvands for utspadning av antiserum.

Na, HPO,-12 H,0 27 ¢g
NaH, PO,2 H,O 0,4 g
NaCl 8,0 g
Destillerat vatten 1 liter

Los ingredienserna och kontrollera pH. Dela upp pé limpligt sitt.

Sterilisera genom autoklavering vid 121°C i 15 minuter.
IF-buffert — Tween

Denna buffert anvinds for att tvitta objektglasen. Tillsitt 0,1 % Tween 20 till IF-bufferten.

0,1 M fosfatbuffrad glycerol, pH 7,6

Denna buffert anviands som monteringsvitska pa fonstren av IF-glasen for att forbittra fluorescensen.

Na, HPO,-12 H,0 32¢
NaH, PO,-2 H,0 0,15 g
Glycerol 50 ml

Destillerat vatten 100 ml
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Tilligg 4
Bestimning av kontamineringsniva i IF-testet
Multispotglasets fonsteryta (S)

1 D?
4

diar D = fonstrets diameter.

Objektivfiltets yta (ytor)
nd?

4

dir d = filtets diameter.

Berdkna d antingen genom direkt mitning eller ur foljande formel:
ni

S = ——
G*K*x 4

filtkoefficienten (beror av okulartyp och varierar frin 8 till 24),

o
O
=1
—
I

~
I

apperturkoefficienten (1 eller 1,25),

G =

objektivets forstoring (100x, 40 x etc.),

Rikna antalet typiska fluorescerande celler per filt (c).
Berdkna antalet typiska fluorescerande celler per fonster (C).

S
C=c-
S

Berikna antalet typiska fluorescerande celler per ml pellet (N).

1000
y

N = Cx x F

dar y = pelletvolymen pa fonstret,

dir F = pelletens utspiadningsfaktor.

)
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Tilligg 5

Material for ELISA-test

Coatingbuffert av dubbel styrka, pH 9,6

N32C03 6,36 g
NaHCO; 11,72 g
Destillerat vatten 1 liter

Los ingredienserna och kontrollera pH. Dela upp pa limpligt sitt.
Sterilisera genom autoklavering vid 121°C i 15 minuter.

Natriumsulfit med en slutkoncentration av 0,2 % kan tillsittas som antioxidant om extraktet innehéller en
hog andel aromatiska molekyler.

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

NaCl 80 g
KH,PO, 2g
Na,HPO,. 12H,0 29 g
KCl 2g
Destillerat vatten 1 liter

Los ingredienserna och kontrollera pH. Dela upp pa lampligt sitt.

Sterilisera genom autoklavering vid 121°C i 15 minuter.

Fosfatbuffrad saltlosning — Tween (PBS-T)

10 x PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Destillerat vatten 895 ml

Blockerings- (antikropps-)buffert (mdste vara nyberedd)

10 x PBS 10 ml
Polyvinylpyrrolidon-44 000 MWT (PVP-44) 2g
10 % Tween 20 0,5¢g
Mjolkpulver 0,5¢g
Destillerat vatten till 100 ml

Alkalisk fosfatas-substratlosning pH 9,8
Dietanolamin 97 ml
Destillerat vatten 800 ml

Blanda och justera till pH 9,8 med koncentrerad HCL.
Fyll upp till 1 liter med destillerat vatten.

Tillsatt 0,2 g Mg Cl,.

Los 2 fosfatas-substrat tabletter 5 mg (Sigma) per 15 ml 16sning.
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Tilldgg 6

Material for PCR-test

Oligonukleotidprimersekvens
Primer OLI-1 5'-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3’
Primer Y-2 5'-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’

For material: Se Seal et al., (1993).

Tilligg 7

Material for odling pa selektivt medium och anrikningstest

SMSA selektivt medium (Engelbrecht, 1994, modifierat av Elphinstone et al., 1996).

Basismedium

Casamino acid (Difco) lg
Bacto pepton (Difco) 10 g
Glycerol 5 ml
Agar (Difco) 15¢g
Destillerat vatten 1 liter

Bered 1/2-litersvolymer av mediet i 1-litersflaskor.

Los ingredienserna och kontrollera pH. Justera pH, om sd erfordras, till 6,5 fore autoklavering. Ralstonia
solanacearum vixer inte bra pd mediet vid pH > 7,0.

Sterilisera genom autoklavering vid 121°C i 15 minuter.

Kyl till 50°C.

Tillsdtt foljande ingredienser (alla frin Sigma) for att nd angivna slutkoncentrationer:

Kristallviolett 5 mg per |
Polymixin B sulfat 100 mg per | (ca 600 000 enheter) Sigma P-1004
Bacitracin (*) 25 mg per | (ca 1250 enheter) Sigma P-0125
Kloramphenicol 5 mg per | Sigma C-3175
Penicillin-G 0,5 mg per | (ca 825 enheter) Sigma P-3032
Tetrazoliumsalter 50 mg per |

Los ingredienserna i 70 % etanol till de koncentrationer som anges fér de volymer av medium som bereds.
Vissa ingredienser, nimligen polymixin B och kloramphenicol, kriver litt virmning och skakning.

SMSA-substrat (Elphinstone et al., 1996)
Bered som SMSA selektivt medium men uteslut agarn.

Fordela i 3 ml-portioner i 30 ml engdngs Universalror.

(*) Om det anses nodvindigt kan en okning av bacitracin-koncentrationen till 300 ppm minska miangden kontaminerande
saprofytiska bakterier utan att tvervinningen av Ralstonia solanacearum minskar.
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BILAGA 111

. Varje ging det foreligger misstanke om att skadegoraren forekommer och ett eller flera positiva

screeningtest har genomforts for det fortecknade vixtmaterialet enligt den metod som anges i bilaga II,
eller i alla andra fall varje annan officiellt godkind metod, bor, i avvaktan pd bekriftelse eller
vederldggning genom slutférande av den nimnda metoden, foljande bevaras och forvaras pa lampligt
sdtt tills metoden har slutforts:

— Om moijligt partiet eller delar av det (fran vilket prov har tagits) i dess ursprungliga férpackning med
etikett.

— Om mojligt alla de knélar och plantor fran vilka prover har tagits.

— Allt kvarvarande extrakt och ytterligare forberett material for screeningtest, t.ex. immunofluore-
scensglas.

— All relevant dokumentation.

Om det bekriftas att skadegoraren forekommer, bor foljande bevaras och forvaras pd limpligt satt
under atminstone en manad efter anmalningsforfarandet enligt artikel 5.2:

— Det material som specificeras i punkt 1.

— Ett prov av det angripna tomat- eller dggplantematerialet inokulerat med knol eller plantextrakt i
forekommande fall.

— En isolerad kultur av skadegoraren.
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BILAGA 1V

Foljande skall, ndr sa ar limpligt, ingd i den utredning som anges i artikel 5.1 a i:

i)

ii)

Produktionsplatser

— ddr potatis odlas eller har odlats ur kloner som ir nirbesliktade med potatis som har visat sig vara
smittad av skadegoraren,

— dir tomater odlas eller har odlats, vilka kommer frdn samma parti som tomater som har visat sig
vara smittade av skadegoraren,

— dir potatis eller tomater odlas eller har odlats vilka har satts under officiell kontroll dirfor att det
misstinks att skadegoraren forekommer,

— ddr potatis odlas eller har odlats ur kloner som dr nirbesliktade med potatis som har vixt pa
produktionsplatser som befunnits vara infekterad av skadegoraren,

— ddr potatis eller tomater odlas och finns i samma grannskap som infekterade produktionsplatser,
inklusive anknytning via produktionsutrustning och -anordningar som delas direkt eller genom en
gemensam entreprenor,

— ddr det for bevattning eller duschning anvinds ytvatten frin ndgon killa som har bekriftats vara
eller som misstinks vara infekterad av skadegoraren,

— ddr det for bevattning eller duschning anvinds ytvatten frdn en killa som dven anvinds pa
produktionsplatser som har bekriftats vara eller som misstanks vara infekterad av skadegoraren,

— som dr Oversvimmade eller har Oversvimmats av ytvatten som bekriftats eller misstinks vara
infekterad av skadegoraren.

Ytvatten som anvinds for bevattning eller duschning av, eller som har 6versvimmat det eller de filt eller
den eller de produktionsplatser som har bekriftats vara smittade av skadegoraren.
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BILAGA V

Foljande skall, ndr sd ar lampligt, ingd vid bestimningen av hur omfattande det troliga angrepp som
avses i artikel 5.1 a iii och 5.1 c iii ar:

— Det fortecknade vixtmaterial som har odlats pd en produktionsplats som forklaras angripen enligt
artikel 5.1 a ii.

— En eller flera produktionsplatser med ndgon anknytning till produktionen av det fortecknade
vaxtmaterial som har forklarats angripet i enlighet med artikel 5.1 a ii, inklusive anknytning via
produktionsutrustning och anordningar som delas direkt eller genom en gemensam entreprendr.

— Det fortecknade vaxtmaterial som har producerats pa en eller flera sidana produktionsplatser som
avses i foregdende strecksats, eller som har forvarats pd en eller flera sidana produktionsplatser
under den tid dé det fortecknade vixtmaterial som har forklarats angripet i enlighet med artikel 5.1
a ii befann sig pd de produktionsplatser som avses i forsta strecksatsen.

— Lager som hanterar det fortecknade vixtmaterialet frin de ovan nimnda produktionsplatserna.

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

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

— Till foljd av den undersékning och de test som avses i artikel 5.1 a i, i friga om potatis, de knolar
eller plantor som har ett syster- eller moderforhdllande genom kloning och i friga om tomater de
plantor med samma killa som det fortecknade vixtmaterial som har forklarats angripet i enlighet
med artikel 5.1 a ii och som trots att det kan ha givit negativt svar nar det testats for skadegoraren,
sannolikt dr angripet via ett kloningssamband.

— En eller flera produktionsplatser for det fortecknade vixtmaterial som avses i foregdende streck-
sats.

— En eller flera produktionsplatser for det fortecknade vixtmaterialet dir det for bevattning eller
duschning anvinds sadant vatten som har forklarats angripet i enlighet med artikel 5.1 c ii.

— Det foretecknade vixtmaterial som produceras pd filt som 6versvimmats av ytvatten som bekriftats
vara angripet av skadegoraren.

Faststillandet av den mojliga spridning som avses i artikel 5.1 a iv och 5.1 c iii skall omfatta
foljande:

i) For fall som behandlas i artikel 5.1 a iv skall féljande beaktas:
— Nirheten till andra produktionsplatser dir det fortecknade vixtmaterialet odlas.
— Den gemensamma produktionen och anvindningen av partierna av utsidespotatis.
— Produktionsplatser som anvander ytvatten for bevattning och duschning av fortecknat viaxtmate-

rial i fall d& det finns eller har funnits en risk for ytvattenstromningar fran eller 6versvimning av
den eller de produktionsplatser som har forklarats nedsmittade i enlighet med artikel 5.1 a ii.

ii) For fall dd ytvattnet har forklarats nedsmittat i enlighet med artikel 5.1 ¢ ii skall foljande beaktas:

— Produktionsplatser dir det produceras fortecknat viaxtmaterial och som grinsar till eller riskerar
att bli 6versvimmade av ytvatten som har forklarats nedsmittat.

— Alla 4tskilda bevattningsdammar som ar foérbundna med det ytvatten som har forklarats
nedsmittat.
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3. Uppgifterna i den anmilan som avses i artikel 5.2 forsta stycket skall omfatta foljande:
— Datum for ndr misstanken om att skadegéraren forekommer rapporterades enligt artikel 4 och
datum for stickprovskontroll och bekriftelse av skadegorarens forekomst enligt artikel 5 i forekom-

mande fall.

— En nidrmare beskrivning av den angivna nedsmittningen och av det avgrinsade omradet.

4. Uppgifterna i den anmilan som avses i artikel 5.2 andra stycket skall omfatta foljande:

— For alla sindningar med eller partier av potatis som har forklarats nedsmittade, de certifikat som
foreskrivs i artikel 7 eller artikel 8 i direktiv 77/93/EEG, vixtpassnummer eller potatisproducentens
registreringsnummer, gemensamma lageranlidggningar och distributionscentraler, i férekommande

fall.

— For alla sindningar med eller partier av tomatplantor som har forklarats nedsmittade, de certifikat
som foreskrivs i artikel 7 eller artikel 8 i direktiv 77/93/EEG och vixtpassnummer i enlighet med
forteckningen i del A avsnitt I 2.2 i bilaga V till direktiv 77/93/EEG.

— Sortnamn och kategori for partier av utsiddespotatis, och om mojligt i alla andra fall.

— Annan information som bekriftar forekomsten av smitta och som kommissionen kan kriva.
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4.1

BILAGA VI

Med hénvisning till artikel 6.1 skall bestimmelserna innebira
— forbrianning, eller

— anvindning som djurfoder efter virmebehandling av en typ som innebir att det inte finns ndgon
risk for att skadegoraren har overlevt, eller

— djup nedgrivning vid en avfallsanldggning dir det inte finns ndgon risk for lickage till jordbruks-
mark eller kontakt med vattenkillor som skulle kunna anvindas vid bevattning av jordbruksmark,
eller

— industriell bearbetning genom direkt och omedelbar leverans till en bearbetningsanliggning med
officiellt godkdnda anordningar for avfallshantering, vilka 6verensstimmer med bestimmelserna i
bilaga VII till detta direktiv, eller

— andra atgirder, forutsatt att det har sikerstillts att det inte finns ndgon identifierbar risk for att
skadegoraren sprids; dessa dtgirder skall omedelbart anmalas till kommissionen och till de andra
medlemsstaterna.

Foljande sdtt dr lampliga for att under tillsyn av de berérda medlemsstaternas ansvariga officiella
organ anvinda eller bortforskaffa det fortecknade vixtmaterial som avses i artikel 6.2, med limplig
kommunikation mellan ansvariga officiella organ for att alltid sikerstilla sddan tillsyn och godkin-
nande av ansvarigt officiellt organ i den medlemsstat dir potatisen skall forpackas eller bearbetas med
hinsyn till de anordningar for avfallshantering som avses i forsta och andra strecksatsen

i) Nar det giller potatisknolar:

— Anvindning som matpotatis avsedd for konsumtion och packad pd platser med limpliga
anordningar for avfallshantering, klar for direkt leverans och anvidndning utan ompaketering,
samt avsedd for sddan direkt leverans och anvindning.

— Anvindning som matpotatis avsedd for industriell bearbetning, och avsedd for direkt och
omedelbar leverans till en bearbetningsanldggning som har limpliga anordningar for avfalls-
hantering.

— Annan anvindning eller annat bortférskaffande, forutsatt att det har sikerstillts att det inte
finns ndgon identifierbar risk for att skadegoraren sprids och under forutsittning att nimnda
ansvariga officiella organ limnat sitt tillstdnd. Sidana dtgirder skall omedelbart meddelas
kommissionen och de andra medlemsstaterna.

ii) I frdga om andra vixtdelar, inklusive avfall fran skaft och blad:
— Destruktion.

— Annan anvindning eller bortskaffande, forutsatt att det har sikerstillts att det inte finns ndgon
identifierbar risk for att skadegoraren sprids. Sddana &tgirder skall meddelas kommissionen
och andra medlemsstater.

Liampliga metoder for att sanera de foremdl som avses i artikel 6.3 skall vara rengoring och nir sa ar
lampligt desinfektion, si att det inte finns ndgon identifierbar risk for att skadegoraren sprids.
Metoderna skall tillimpas under 6vervakning av medlemsstaternas ansvariga officiella organ.

Den serie atgirder som medlemsstaterna skall vidta inom det eller de avgrinsade omrdden som
upprittas i enlighet med artikel 5.1 a iv och 5.1 c iii och som avses i artikel 6.4 skall omfatta
foljande:

Produktionsplatser som har forklarats nedsmittade i enlighet med artikel 5.1 a ii:

a) P4 filt eller enheter med skyddad vixtproduktion som har forklarats angripna i enlighet med
artikel 5.1 a ii, skall antingen
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i) under dtminstone de fyra odlingsar som foljer pa det ar da faltet forklarades angripet,

atgirder vidtas for att utrota Overvintrade potatis- och tomatplantor, liksom andra
virdvixter for skadegoraren inklusive ogrds av familjen Solanaceae, och

foljande skall inte planteras:

— potatisknolar eller -plantor,

— tomatplantor och -frén,

— med hinsyn till skadegorarens biologiska egenskaper,
— andra virdvixter,

— plantor av arten Brassica, pd vilka det finns en identifierad risk att organismen
overlever,

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

under den forsta vixtsdsongen for potatis eller tomater efter den period som faststills i
foregdende strecksats, och pé villkor att filtet har forklarats vara fritt frdn Svervintrade
potatis- och tomatplantor och andra virdvixter, inklusive ogrds av familjen Solanaceae
under minst tvd pd varandra foljande odlingsér fore plantering,

— i frdga om potatis, officiellt godkdnd utsddespotatis endast planteras for produktion av
matpotatis och

— en officiell undersokning omfattande tester, enligt vad som anges i artikel 2.1,
genomforas,

under den vixtsiasong for potatis eller tomater som foljer pd den som avses i foregiende
strecksats och efter en lamplig vixtfoljdscykel, skall det i friga om potatis, for officiellt
certifierad utsddespotatis som dr avsedd for produktion av utsddespotatis eller av matpota-
tis och i friga om potatis och tomater genomforas en officiell undersokning i enlighet med
artikel 2.1,

eller

ii) under de fem odlingsdren som foljer pa det &r da filtet forklarades nedsmittat skall

— d4tgarder vidtas for att utrota dvervintrande potatis- och tomatplantor och andra virdvixter

for skadegoraren, inklusive ogrids av familjen Solanaceae och

— faltet under de forsta tre dren liggas och bibehallas antingen i heltrdda eller med spannmal

i enlighet med den identifierade risken eller med permanent betesmark som slis ofta
respektive betas intensivt eller som gris for utsidesproduktion, foljt under de foljande tva
aren av plantering av vixter som inte dr virdvixter for skadegoraren och som dirmed inte
utgor ndgon identifierad risk for att skadegoraren overlever eller sprids,

under den forsta vixtsisongen for potatis eller tomater efter den period som faststills i
foregdende strecksats skall,

— nir det giller potatis, officiellt certifierad utsddespotatis planteras for produktion av
utsides- eller matpotatis,

och en officiell undersokning, inklusive tester, skall goras i enlighet med artikel 2.1.

b) P& andra filt

— skall under det odlingsar som foljer pa det ar da faltet forklarades nedsmittat

— antingen inga potatisknoélar eller -plantor eller andra virdvixter for skadegoraren planteras

och dtgirder vidtas for att pd lampligt sdtt utrota dvervintrade potatis- och tomatplantor
och andra virdvixter inklusive ogrids av familjen Solanaceae, eller

— nir det giller potatisknolar officiellt certifierad utsddespotatis endast fa planteras for

produktion av matpotatis, pa villkor att de ansvariga officiella organen har forvissat sig om
att risken for plantor frdn 6vervintrande potatis- och tomatplantor och andra virdvixter
for skadegoraren, inklusive ogrds av familjen Solanaceae, har undanréjts; den vixande
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grodan skall besiktigas vid lampliga tidpunkter, och 6vervintrade potatisplantor skall testas
for att undersoka om skadegoraren finns nirvarande; dessutom skall, vad giller potatis, de
skordade knolarna besiktigas,

— skall under det forsta odlingsdr som foljer pa det &r som faststills i forsta strecksatsen,

— nir det giller potatis, endast officiellt certifierad utsiddespotatis planteras fér produktion av
utsddespotatis eller av matpotatis,

— skall under 4tminstone det andra odlingsir som foljer pd det &r som anges i forsta

strecksatsen,

— nir det giller potatis, endast officiellt certifierad utsiddespotatis eller utsidespotatis som
odlats under officiell kontroll och kommer fran officiellt certifierad utsidespotatis planteras
for produktion av utsidespotatis eller matpotatis,

skall, under vart och ett av de odlingsdr som avses i de foregdende strecksatserna, dtgirder
vidtas for att utrota Overvintrade potatis- och tomatplantor och andra virdvixter for
skadegoraren, inklusive ogras av familjen Solanaceae och en officiell undersokning genomforas
i enlighet med artikel 2.1, och i de fall d& utsiddespotatis planteras for utsidesproduktion, skall
tester av knolar genomforas.

c) Omedelbart efter det att angreppet har konstaterats enligt artikel 5.1 a ii och under varje dirpa
foljande odlingsar till och med den férsta vixtsisongen for potatis- eller tomatodling som tillats pa
det eller de filt som forklarats angripna enligt punkt a,

— skall alla maskiner och lageranliggningar pa produktionsplatsen som har anvints i potatis-

eller tomatproduktionen rengoras och, nir sa dr 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 limpligt, for att hindra att skadegoraren sprids.

d) TIen enhet med skyddad vixtproduktion som har forklarats angripen i enlighet med artikel 5.1 a ii,
dar det ar mojligt att fullstindigt byta ut odlingssubstratet,

— skall inga potatisknolar eller -plantor eller andra virdvixter for skadegoraren inklusive

tomatplantor och utside planteras, om inte den angivna enheten har underkastats officiellt
overvakade dtgirder for att utrota skadegoraren och avldgsna allt material fran virdvixter,
inklusive dtminstone ett totalt byte av odlingssubstrat och rengoring och, dar sa ar lampligt,
desinfektion av den angivna enheten och all utrustning, och direfter av de ansvariga officiella
organen har godkints for potatis- eller tomatproduktion, och

skall, nir det giller potatisproduktion, denna produktion komma fran officiellt certifierad
utsidespotatis, eller frin miniknolar eller mikroplantor som hédrstammar frén undersokta

killor,

— skall officiella kontroller om program for bevattning och duschning, inklusive ett férbud mot

detta, inforas enligt vad som &r lampligt, for att hindra att skadegoraren sprids.

Utan att det paverkar tillimpningen av dtgirderna i 4.1 skall medlemsstaterna inom det avgriansade
omradet

a) omedelbart, och under atminstone tre vegetationsperioder efter det att omrddet har forklarats
nedsmittat

aa) nir det avgrinsade omradet har faststillts enligt artikel 5.1 a iv,

— sikerstilla 6vervakning genom sina ansvariga officiella organ av anlidggningar dir potatis-
knolar eller tomater odlas, lagras eller hanteras, och av anldggningar som bedriver
entreprenadverksamhet med maskiner for potatis- och tomatproduktion,

— kriva att maskiner och lager pd sddana anliggningar rengérs och vid behov desinfekteras
med limpliga metoder enligt punkt 3,
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— kridva att endast certifierat utside eller utside som odlats under officiell kontroll for alla
potatisgrodor inom det omrddet planteras, samt att utsidespotatis som har odlats pa
produktionsplatser som har faststillts som troligen angripna enligt artikel 5.1 a iii, testas
efter skorden,

— kriva att skordade partier av utsidespotatis hanteras dtskilda frdn matpotatisen pa alla
anlidggningar inom omrédet,

— genomfora en officiell undersokning enligt artikel 2.1,

ab) ndr ytvattnet har forklarats vara angripet enligt artikel 5.1 c ii eller kan finnas med bland de
faktorer som kan sprida skadegoraren i enlighet med punkt 2 i bilaga V,

— genomfora en arlig undersokning vid lamplig tidpunkt, inklusive provtagning av ytvatten
och ifragakommande virdvixter av familjen Solanaceae i de relevanta vattnen och test i
enlighet med

— den relevanta metod som anges i bilaga II for det fortecknade vixtmaterialet, eller
— ndgon annan officiellt godkiand metod,

— inféra officiella kontroller av programmen for bevattning och duschning, inklusive ett
forbud mot att vatten som forklarats angripet anviands for bevattning och duschning av
fortecknat vixtmaterial, och, ndr sd ar lampligt, av andra virdvixter for att hindra att
skadegoraren sprids; detta forbud kan tas upp till granskning igen mot bakgrund av
resultaten frén den nimnda arliga undersokningen,

— nadr spillvattnets utlopp dr angripna, infora officiella kontroller av avfallshantering fran

anldggningar for industriell bearbetning eller férpackning av fortecknat vixtmaterial.

b) uppritta ett program, nir sd dr lampligt, for att ersitta alla partier utsidespotatis under en limplig
tidsperiod.
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BILAGA VII

De officiellt godkidnda anliggningar for avfallshantering som anges i punkt 1 fjirde strecksatsen i bilaga VI
skall uppfylla kraven i foljande bestimmelser sd att risken for spridning av skadegoraren undanréjs:

i) Avfall frin bearbetningen av potatis och tomater (dven kasserad potatis och skal och tomater) och allt
annat fast avfall som hor ihop med potatis och tomater skall antingen hanteras genom

— djup nedgrivning vid en avfallsanlaggning dir det inte finns ndgon risk for lickage till jordbruks-
mark eller kontakt med vattenkillor som skulle kunna anvindas vid bevattning av jordbruksmark.
Avfallet skall foras direkt till platsen under sd sikra villkor att det inte finns ndgon risk for att
avfallet forloras, eller genom

— forbranning.

ii) Flytande avfall fran bearbetningen: Innan det bortskaffas skall flytande avfall som innehéller uppslam-
made fasta dmnen genomga filtrering eller sedimentering sa att dessa fasta dmnen tas bort. Dessa dmnen
skall bortforskaffas pa det sitt som foreskrivs i punkt i.

Det flytande avfallet skall sedan antingen

— upphettas till minst 70°C under minst 30 minuter fére bortskaffandet,
eller

— bortskaffas pd annat sitt, forutsatt att det sker efter officiellt godkdnnande och under officiell
kontroll si att det inte finns ndgon risk for att avfallet kan komma i kontakt med jordbruksmark

eller vattenkillor som kan komma att anvidndas for bevattning av jordbruksmark. Uppgifterna om
detta skall meddelas de andra medlemsstaterna och kommissionen.
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