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DIREKTIVA SVETA 98/57/ES
z dne 20. julija 1998
o obvladovanju bakterije Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

SVET EVROPSKE UNIJE JE

ob upostevanju Pogodbe o ustanovitvi Evropske skupnosti in
zlasti ¢lena 43 Pogodbe,

ob upostevanju predloga Komisije (1),
ob upostevanju mnenja Evropskega parlamenta (3,
ob upostevanju Ekonomsko-socialnega odbora (%),

ker je bil skodljivi organizem Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. prvotno poznan kot Pseudomonas solanacearum
(Smith) Smith; ker bo Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al. verjetno postalo splo$no sprejeto ime za ta organizem; ker
mora ta direktiva upostevati ta razvoj dogodkov v znanosti;

ker pridelava krompirja in paradiznika zaseda pomembno
mesto v kmetijstvu Skupnosti; ker skodljivi organizmi nenehno
ogrozajo donos krompirja in paradiznika;

ker je treba z varstvom pridelave krompirja in paradiznika pred
tovrstnimi $kodljivimi organizmi ne samo ohranjati proizvodno
zmogljivost, ampak tudi povecati kmetijsko produktivnost;

ker bi varstveni ukrepi za preprecitev vnosa skodljivih organi-
zmov na ozemlje drzave Clanice imeli le omejen ucinek, ce se
tak$ni organizmi ne bi istocasno in metodi¢no zatirali v vsej
Skupnosti in &e se ne bi preprecevalo njihovo Sirjenje;

, 21.4. , Str. in , 7.4, , Str. .
UL C 124, 21.4.1997 12in UL C 108, 7.4.1998 85
(3 UL C 14,19.1.1998, str. 34.

UL C 206, 7.7.1997, str. 57.

ker je eden izmed organizmov, $kodljivih za krompir in para-
diznik, Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., povzrodi-
teljica krompirjeve rjave gnilobe ter bakterijskega venenja
krompirja in paradiznika; ker je bolezen, ki jo povzroca ta
patogen, izbruhnila v nekaterih predelih Skupnosti in ker Se
vedno obstaja nekaj omejenih virov okuzbe;

ker je lahko pridelava krompirja in paradiznika resno ogrozena
po vsej Skupnosti, ¢e se za te pridelke ne sprejmejo ucinkoviti
ukrepi za detekcijo tega organizma in ugotavljanje njegove
razSirjenosti, da se preprecita njegovo pojavljanje in Sirjenje ter,
¢e se odkrije, da se prepreci njegovo Sirjenje in se ga obvladuje
z namenom izkoreninjenja;

ker je treba v Skupnosti sprejeti nekatere ukrepe, da se to zago-
tovi; ker mora biti poleg tega drzavam ¢lanicam omogoceno,
da po potrebi sprejmejo dodatne ali strozje ukrepe, pod
pogojem da premescanje krompirja in paradiznika v Skupnosti
ni ovirano, razen kolikor to dolo¢a Direktiva Sveta 77/93/EGS
z dne 21. decembra 1976 o varstvenih ukrepih proti vnosu
organizmov, Skodljivih za rastline ali rastlinske proizvode, v
Skupnost in proti njihovemu Sirjenju v Skupnosti (*); ker je o
tak$nih ukrepih treba obvestiti druge drzave clanice in Komi-
sijo;

ker morajo ti ukrepi upostevati, da so za detekcijo tega pato-
gena potrebne uradne sistemati¢ne raziskave; ker morajo taksne
raziskave vkljucevati preglede ter, kadar je to primerno,
postopke vzorcenja in testiranja, saj je v dolocenih okoljskih
pogojih ta bolezen lahko latentna in neopaZena tako pri
rasto¢em pridelku krompirja kot pri uskladis¢enih krompirjevih
gomoljih; ker Sirjenje tega patogena med rasto¢im pridelkom ni
najpomembnejsi dejavnik, saj se ta patogen lahko $iri s povrsin-
skimi vodami in dolo¢enimi povezanimi samoniklimi razhudni-
kovkami in zato namakanje krompirja in paradiznika z
okuzeno vodo predstavlja nevarnost okuzbe teh pridelkov; ker
poleg tega ta patogen lahko prezivi zimo v krompirjevih in
paradiznikovih samosevcih, ti pa so tako vir prenosa okuzbe iz
ene sezone v naslednjo; ker se ta patogen $iri tudi prek stika z
okuzenim krompirjem ter opremo za sajenje, spravilo in obde-
lovanje ali transportnimi in skladis¢nimi zabojniki, ki so se
kontaminirali z organizmom pri predhodnem stiku z okuZenim
krompirjem;

() UL L 26, 31.1.1977, str. 20. Direktiva, nazadnje spremenjena z
Direktivo Komisije 98/2/ES (UL L 15, 21.1.1998, str. 34).
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ker se Sirjenje tega patogena lahko omeji ali prepreci z razkuze-
vanjem tak$nih predmetov; ker lahko vsaka tak$na kontamina-
cija semenskega krompirja predstavlja veliko nevarnost $irjenja
tega patogena; podobno predstavlja veliko nevarnost $irjenja
patogena latentna okuzba semenskega krompirja, kar pa je
mogoce preprediti z uporabo semenskega krompirja, proizvede-
nega v okviru uradno odobrenih programov, pri katerih se je
semenski krompir testiral in je bilo ugotovljeno, da je
neokuzen;

ker je trenutno poznavanje biologije in epidemiologije bakterije
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. v evropskih
pogojih nepopolno in je pricakovati, da bo v nekaj sezonah
potreben ponovni pregled predlaganih ukrepov; podobno je
zaradi nadaljnjih raziskav pricakovati izboljSave postopkov
testiranja, zlasti glede obcutljivosti in specifinosti testnih
metod, da se izberejo in standardizirajo optimalne razpoloZljive
testne metode;

ker je za opredelitev podrobnosti tak$nih splosnih in tudi
strozjih ali dodatnih ukrepov, ki jih sprejmejo drzave ¢lanice,
da bi preprecile vnos tega patogena na njihovo ozemlje, zaZe-
leno, da drzave clanice tesno sodelujejo s Komisijo v okviru
Stalnega odbora za zdravstveno varstvo rastlin (v nadaljnjem
besedilu ,,0dbor*),

SPREJEL NASLEDNJO DIREKTIVO:

Clen 1

Ta direktiva zadeva ukrepe, ki jih mora sprejeti vsaka drzava
¢lanica proti bakteriji Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al, prvotno poznani kot Pseudomonas solanacearum (Smith)
Smith (v nadaljnjem besedilu ,organizem®), da se, upostevajoc
gostiteljske rastline organizma, navedene v oddelku I Priloge I
(v nadaljnjem besedilu ,navedeni rastlinski material):

(a) organizem odkrije in ugotovi njegova razsirjenost;

(b) prepreci njegovo pojavljanje in Sirjenje; in

(c) ¢e se odkrije, prepreci njegovo Sirjenje in da se obvladuje z
namenom izkoreninjenja.

Clen 2

1. Drzave <¢lanice opravljajo letne uradne sistemati¢ne
raziskave za detekcijo organizma na navedenem rastlinskem
materialu, ki izvira z njihovega ozemlja. Da bi se prepoznali
drugi mozni viri okuzbe, ki ogroZajo pridelavo navedenega
rastlinskega materiala, drzave ¢lanice izvedejo oceno nevarnosti
in, razen ¢e pri oceni ni ugotovljena nevarnost Sirjenja orga-
nizma, na pridelovalnih obmo¢jih navedenega rastlinskega
materiala opravijo ciljno naravnane uradne sistemati¢ne
raziskave za detekcijo organizma tudi na rastlinah, ki niso med
navedenim rastlinskim materialom, vklju¢no s samoniklimi
gostiteljskimi rastlinami razhudnikovk, ter v povrsinski vodi, ki
se uporablja za namakanje ali $kropljenje navedenega rastlin-
skega materiala, in odpadnih vodah, ki se odvajajo iz obratov
za industrijsko predelavo ali pakiranje, kjer se opravlja delo z
navedenim rastlinskim materialom, in se uporabljajo za nama-
kanje ali $kropljenje navedenega rastlinskega materiala. Obseg
teh ciljno naravnanih sistemati¢nih raziskav se dolo¢i glede na
ugotovljeno nevarnost. Drzave c¢lanice lahko izvedejo tudi
uradne sistemati¢ne raziskave za detekcijo organizma na mate-
rialih, kot so rastni substrat, zemlja in trdni odpadki iz obratov
za industrijsko predelavo ali pakiranje.

2. Uradne sistemati¢ne raziskave, predvidene v odstavku 1,
se opravijo:

(a) za navedeni rastlinski material v skladu s podrobnostmi iz
tocke 1 oddelka II Priloge [; in,

(b) za gostiteljske rastline, ki niso med navedenim rastlinskim
materialom, in vode, vkljuéno z odpadnimi vodami, v
skladu z ustreznimi metodami, in kadar je to primerno, se
odvzamejo vzorci, na katerih se opravi uradno ali uradno
nadzorovano laboratorijsko testiranje;

() kadar je to primerno, za druge materiale v skladu z ustrez-
nimi metodami.

Podrobnosti postopkov pregledovanja ter stevilo, izvor, stratifi-
kacijo in ¢as odvzema vzorcev za te sistematiCne raziskave
dolocijo pristojni uradni organi v skladu z Direktivo
77/93/EGS, na podlagi tehtnih znanstvenih in statistiénih nacel
in biologije organizma ter ob upostevanju posebnih sistemov
pridelave navedenega rastlinskega materiala in, ¢e je to
primerno, drugih gostiteljskih rastlin organizma v zadevni
drzavi ¢lanici.

3. O podrobnostih in rezultatih uradnih preiskav, predvi-
denih v odstavku 1, se vsako leto obvestijo druge drzave ¢lanice
in Komisija v skladu z dolo¢bami tocke 2 oddelka II Priloge L
Ta uradna obvestila se predlozijo do 1. junija razen za krompir,
uporabljen za seme na lastnih kmetijah, za katerega se obvestila
predloZijo do 1. septembra. Podrobnosti in rezultati za pridelke
se nana$ajo na pridelavo predhodnega leta. Podrobnosti o teh
uradnih obvestilih se lahko predlozijo Odboru.
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4. Naslednja doloc¢ba se sprejme v skladu s postopkom,
dolocenim v ¢lenu 16a Direktive 77/93/EGS:

— ustrezne metode za sistemati¢ne preglede in laboratorijsko
testiranje, predvideno v tocki (b) prvega pododstavka
odstavka 2.

5. Naslednji dolo¢bi se lahko sprejmeta v skladu s
postopkom iz ¢lena 16a Direktive 77/93/EGS:

— ustrezne metode za sistemati¢ne preglede, predvidene v
tocki (c) prvega pododstavka odstavka 2,

— nadaljnje podrobnosti o preiskavah, predvidenih v drugem
pododstavku odstavka 2, z namenom zagotoviti primerljivo
raven zanesljivosti med drzavami ¢lanicami.

Clen 3

Drzave clanice zagotovijo, da se domnevni pojav ali potrjena
navzolnost organizma na njenem ozemlju prijavi njenim
pristojnim uradnim organom.

Clen 4

1. Pri vsakem primeru domnevnega pojava pristojni uradni
organi zadevne ali zadevnih drzav ¢lanic zagotovijo dokoncanje
uradnega ali uradno nadzorovanega laboratorijskega testiranja,
ki za navedeni rastlinski material uporablja primerno metodo iz
Priloge 1I v skladu s pogoji iz tocke 1 Priloge III ali, v vseh
drugih primerih, katero koli drugo uradno odobreno metodo,
da se domnevni pojav potrdi ali ovrze. V primeru potrditve se
uporabljajo zahteve iz tocke 2 Priloge IIL

2. Do potrditve ali ovrzbe domnevnega pojava iz odstavka 1
pri vseh primerih domnevne navzocnosti, pri katerih bodisi:

(i) so bili opaZeni simptomi bolezni, ki jo povzrota orga-
nizem, in je bil s hitrim presejalnim testom ali testi, kakor
jih opredeljuje toc¢ka 1 oddelka I in oddelka IT Priloge II,
ugotovljen pozitiven rezultat; ali

(i) je bil s presejalnim testom oziroma testi, kakor jih oprede-
ljuje tocka 2 oddelka I in oddelek III Priloge II, ugotovljen
pozitiven rezultat,

pristojni uradni organi drzav ¢lanic za svojo lastno pridelavo:

(a) prepovejo premescanje rastlin in gomoljev iz vseh nasadov,
partij ali posiljk, iz katerih so bili vzeti vzorci, razen ¢e se
izvede pod njihovim nadzorom in je bilo dokazano, da ni
nobene prepoznavne nevarnosti za $irjenje organizma;

(b) odredijo ukrepe za izsleditev izvora domnevnega pojava;

(c) vpeljejo ustrezne dodatne varnostne ukrepe na podlagi
ocenjene nevarnosti, zlasti v zvezi s pridelavo navedenega
rastlinskega materiala in premesCanjem partij semenskega
krompirja, razen tistega iz tocke (a), proizvedenega na
mestu pridelave, kjer so bili odvzeti vzorci iz tocke (a), da
se prepreci kakr$no koli Sirjenje organizma.

3. Pri tistih primerih domnevnega pojava, pri katerih obstaja
nevarnost prenosa okuzbe navedenega rastlinskega materiala ali
povisinske vode iz drugih drzav clanic ali v druge drzave
¢lanice, drzava ¢lanica, v kateri je bil domnevni pojav prijavljen,
v skladu z ugotovljenim tveganjem takoj obvesti druge zadevne
drzave clanice o podrobnostih navedenega domnevnega pojava,
Cemur sledi vzpostavitev ustreznega sodelovanja med navede-
nimi drzavami clanicami. Tako obvesc¢ene drzave clanice
vpeljejo varnostne ukrepe v skladu z odstavkom 2(c) in, Ce je
to primerno, nadalje ukrepajo v skladu z odstavkoma 1 in 2.

4. Naslednja dolocba se lahko sprejme v skladu s postopkom
iz ¢lena 16a Direktive 77/93EGS:

— ukrepi iz odstavka 2(c).

Clen 5

1. Ce uradno ali uradno nadzorovano laboratorijsko testi-
ranje, ki za navedeni rastlinski material uporablja primerno
metodo iz Priloge II ali, v vseh drugih primerih, katero koli
drugo uradno odobreno metodo, potrdi navzocnost organizma
v vzorcu, odvzetem v skladu s to direktivo, pristojni uradni
organi drzave clanice, ob upostevanju tehtnih znanstvenih
nacel, biologije organizma in posebnih sistemov pridelave,
trzenja in predelave gostiteljskih rastlin tega organizma v tej
drzavi ¢lanici:

(a) za navedeni rastlinski material;

(i) sprozijo preiskavo, da se dolocijo obseg in prvotni vir
ali viri okuzbe v skladu z dolocbami Priloge IV, z
nadaljnjim testiranjem v skladu s ¢lenom 4(1) vsaj vseh
klonsko sorodnih zalog semenskega krompirja, in
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(ii) dolocijo za kuzen navedeni rastlinski material, posiliko
infali partijo, iz katere je bil odvzet vzorec, ter stroje,
vozilo, posodo, skladis¢e ali njihove dele in katere koli
druge predmete, vklju¢no s pakirnim materialom, ki so
bili v stiku z navedenim rastlinskim materialom, iz
katerega je bil vzorec odvzet; prav tako, kadar je to
primerno, dolo¢ijo kot kuzna polja, enote pridelave
zavarovanega pridelka in mesta pridelave, kjer je bil
pospravljen navedeni rastlinski material in odvzet
vzorec; in pri vzorcih, odvzetih v rastni dobi, dolocijo
kot kuzne polja, mesta pridelave ter, kadar je to
primerno, enote zavarovane pridelave rastlin, kjer je bil
odvzet vzorec, in

(iii) v skladu z dolocbami tocke 1 Priloge V ugotovijo
obseg verjetne okuzbe prek stika pred ali po spravilu
pridelka, v asu pridelave, namakanja ali skropljenja ali
prek klonske sorodnosti z dolo¢eno okuzbo, in

,\
—
<

~

razmejijo obmocje na podlagi dolocitve kuznosti iz
tocke (i), ugotovitve obsega verjetne okuzbe iz tocke
(iii) in mozZnega Sirjenja organizma v skladu z doloc¢-
bami tocke 2(i) Priloge V;

za pridelek gostiteljskih rastlin, ki niso navedene v tocki (a),
kadar je ugotovljena nevarnost za pridelavo navedenega
rastlinskega materiala,

(i) sprozijo preiskavo v skladu s tocko (a)(i); in

(ii) dolocijo kot kuzne gostiteljske rastline organizma, iz
katerih je bil odvzet vzorec; in

(ili) ugotovijo verjetnost okuzbe in razmejijo obmocje v
zvezi s pridelavo navedenega rastlinskega materiala v
skladu s toc¢kama (a)(iii) in (iv);

za povrsinsko vodo (vkljuéno z odpadnimi vodami iz
obratov za industrijsko predelavo ali pakiranje, kjer se
opravlja delo z navedenim rastlinskim materialom) in z
njimi povezane samonikle gostiteljske rastline razhudni-
kovk, kadar je pridelava navedenega rastlinskega materiala
ogrozena zaradi namakanja, Skropljenja ali poplavljanja
povrsinske vode,

(i) sprozijo preiskavo, vklju¢no z uradnimi sistemati¢nimi
pregledi v primernih ¢asovnih obdobjih, na vzorcih
povrsinske vode in navzocih samoniklih gostiteljskih
rastlin razhudnikovk, da se ugotovi obseg okuzbe; in

(ii) dolocijo kot kuzno povrsinsko vodo, iz katere so bili
odvzeti vzorci, v ustreznem obsegu in na podlagi preis-
kave iz tocke (i); in

(ili) ugotovijo verjetnost okuzbe in razmejijo obmodje na
podlagi dolocitve kuznosti iz tocke (i) in moZnega
Sirjenja organizma, upostevajo¢ dolocbe tock 1 in 2(ii)
Priloge V.

2. Drzave clanice v skladu z dolocbami tocke 3 Priloge V
takoj uradno obvestijo druge drzave ¢lanice in Komisijo o vsaki
kontaminaciji, doloceni v skladu z odstavkoma 1(a)(ii) in
1(c)(ii), ter o podrobnostih razmejitve obmocij v skladu z
odstavkom 1(a)(iv) in, po potrebi, z odstavkom 1(c)(iii). Podrob-
nosti o obvestilu iz tega odstavka se lahko predlozijo Odboru.

Drzave ¢lanice Komisiji hkrati predlozijo tudi dodatno obvestilo
iz tocke 4 Priloge V. Podrobnosti o obvestilu iz tega
pododstavka se takoj predlozijo ¢lanom Odbora.

3. Na podlagi obvestila iz odstavka 2 in v njem navedenih
elementov druge drzave ¢lanice, navedene v obvestilu, sprozijo
preiskavo v skladu z odstavkom 1(a)(i) in, po potrebi, z
odstavkom 1(c)(i) ter, ¢e je to primerno, nadalje ukrepajo v
skladu z odstavkoma 1 in 2.

Clen 6

1. Drzave clanice predpiSejo, da se navedeni rastlinski mate-
rial, ki je dolocen kot kuzen v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(ii), ne
sme saditi in da se pod nadzorom in z odobritvijo njihovih
pristojnih uradnih organov zanj uporabi ena izmed dolocb
tocke 1 Priloge VI, tako da se zagotovi, da ni nobene prepo-
znavne nevarnosti Sirjenja organizma.

2. Drzave ¢lanice predpiSejo, da se navedeni rastlinski mate-
rial, ki je dolocen za verjetno okuZzenega v skladu s ¢lenom
5(1)(a)(ii) in (c)(iii), vklju¢no z navedenim rastlinskim mate-
rialom, pri katerem je bila ugotovljena nevarnost in ki je bil
pridelan na mestih pridelave, dolocenih za verjetno okuzena v
skladu s clenom 5(1)(a)(ii), ne sme saditi in da se pod
nadzorom njihovih pristojnih uradnih organov ustrezno
uporabi ali odstrani, kakor je doloceno v tocki 2 Priloge VI,
tako da se zagotovi, da ni nobene prepoznavne nevarnosti
Sirjenja organizma.

3. Drzave ¢lanice predpisejo, da se vsi stroji, vozilo, posoda,
skladis¢e ali njihovi deli ter vsi drugi predmeti, vkljuéno s
pakirnim materialom, ki so dolo¢eni kot kuzni v skladu s
Clenom 5(1)(a)(ii) ali za verjetno kuzni v skladu s ¢lenom
5(1)(a)(iii) in (c)(iii), unicijo ali razkuZijo z uporabo ustreznih
metod, dolo¢enih v tocki 3 Priloge VI. Po razkuzevanju vsi ti
predmeti ne veljajo ve¢ za kuzne.
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4. Brez poseganja v ukrepe, ki se izvajajo v skladu z odstavki
1, 2 in 3, drzave ¢lanice predpiSejo, da se na obmodju, razme-
jenem po ¢lenu 5(1)(a)(iv) in (c)(ili), izvede niz ukrepov, kakor
jih dolocata tocki 4.1 in 4.2 Priloge VI. O podrobnostih teh
ukrepov se vsako leto uradno obvestijo druge drzave clanice in
Komisija. Podrobnosti o tem obvestilu se lahko predlozijo
Odboru.

Clen 7

1. Drzave clanice predpiSejo, da mora semenski krompir
izpolnjevati zahteve Direktive 77/93/EGS in izvirati neposredno
iz materiala, ki je bil pridobljen v skladu z uradno odobrenim
programom in za katerega je bilo z uradnim ali uradno nadzo-
rovanim testiranjem po primerni metodi iz Priloge II ugotov-
lieno, da ni okuzen z organizmom.

Navedeno testiranje drzava ¢lanica opravi:

(@) v primeru potrjenih odkritij organizma pri svoji lastni
pridelavi semenskega krompirja,

(i) s testiranjem zgodnejsih stopenj razmnoZevanja,
vkljuéno z zacetno stopnjo klonske selekcije, in sistema-
ticnim  testiranjem klonov osnovnega semenskega
krompirja; ali

(ii) kadar je bilo ugotovljeno, da ni klonske sorodnosti, s
testiranjem vseh klonov osnovnega semenskega krom-
pirja ali zgodnejsih stopenj razmnoZevanja, vkljuéno z
zaletno stopnjo klonske selekcije, ter

(b) v drugih primerih, bodisi na vsaki rastlini zacetne klonske
selekcije bodisi na reprezentativnih vzorcih osnovnega
semenskega krompirja ali zgodnejsih stopnjah razmnoze-
vanja.

2. Naslednji dolo¢bi se lahko sprejmeta v skladu s
postopkom iz ¢lena 16a Direktive 77/93/EGS:

— podrobna pravila za uporabo tocke (a) drugega pododstavka
odstavka 1,

— pravila v zvezi z reprezentativnimi vzorci, predvidenimi v
tocki (b) drugega pododstavka odstavka 1.

Clen 8

Drzave ¢lanice prepovejo posedovanje organizma in ravnanje z
njim.

Clen 9

Drzave C¢lanice lahko brez poseganja v dolocbe Direktive
77[93/EGS dovolijo odstopanja od ukrepov iz ¢lenov 6 in 8 te
direktive v skladu z dolocbami Direktive 95/44[ES (') za
poskusne ali znanstvene namene in za delo na podroéju Zzlaht-

nenja.

Clen 10

Drzave ¢lanice lahko za lastno pridelavo sprejmejo dodatne ali
strozje ukrepe, ki bi lahko bili potrebni za zatiranje organizma
ali za preprecevanje njegovega Sirjenja, Ce je to v skladu z
dolo¢bami Direktive 77/93/EGS.

O podrobnostih v zvezi s temi ukrepi se uradno obvestijo
druge drzave clanice in Komisija. Podrobnosti o tem obvestilu
se lahko predlozijo Odboru.

Clen 11

Spremembe prilog k tej direktivi, potrebne zaradi razvoja znan-
stvenega in tehniCnega znanja, se sprejmejo v skladu s
postopkom iz ¢lena 16a Direktive 77/93/EGS. V zvezi z meto-
dami iz Priloge 1I in ukrepi iz odstavkov 4.1 in 4.2 Priloge VI k
tej direktivi Komisija pripravi poro¢ilo, v katerem te metode in
ukrepe analizira na podlagi pridobljenih izkuSenj, in ga predlozi
Odboru do 1. januarja 2002.

Clen 12

1. Drzave clanice sprejmejo zakone in druge predpise,
potrebne za uskladitev s to direktivo, z zacetkom veljavnosti od
21. avgusta 1999. O tem nemudoma obvestijo Komisijo.

Drzave Clanice se v sprejetih predpisih sklicujejo na to direktivo
ali pa sklic nanjo navedejo ob njihovi uradni objavi. Nacin skli-
cevanja dolocijo drzave ¢lanice.

2. Drzave ¢lanice takoj predlozijo Komisiji temeljne predpise
nacionalne zakonodaje, sprejete na podrocju, ki ga ureja ta
direktiva. Komisija o tem obvesti druge drzave ¢lanice.

(") UL L 184, 3.8.1995, str. 34. Direktiva, kakor je bila nazadnje spre-
menjena z Direktivo Komisije 97/46/ES (UL L 204, 31.7.1997,
str. 43).
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Clen 13 V Bruslju, 20. julija 1998
Ta direktiva zacne veljati na dan njene objave v Uradnem listu 748
Evropskih skupnosti. a Svet
Predsednik
Clen 14 W. MOLTERER

Ta direktiva je naslovljena na drzave ¢lanice.
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PRILOGA 1

ODDELEK I

Seznam gostiteljskih rastlin bakterije Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. iz ¢lena 1

Rastline (vklju¢no z gomolji), razen semena v botani¢nem smislu, vrste Solanum tuberosum L. krompir
Rastline, razen plodov in semena, vrste Lycopersicon lycopersicum(L.) Karsten ex Farw. paradiznik
ODDELEK 1I
Preiskave

1. Uradne sistematicne raziskave iz ¢lena 2(2)(a) temeljijo na biologiji organizma in posebnih sistemih pridelave v
zadevni drzavi ¢lanici ter zajemajo:
(i) v primeru krompirja,
— vizualni pregled rastoCega nasada v ustreznih Casovnih obdobjih infali odvzem vzorcev semenskega in
drugega krompirja v rastni sezoni ali v skladis¢u. Pri teh vzorcih se opravi uradni ali uradno nadzorovani
vizualni pregled z rezanjem gomoljev, in

— v primeru semenskega krompirja in, kadar je to primerno, drugega krompirja, uradno ali uradno nadzoro-
vano laboratorijsko testiranje z uporabo metode iz Priloge II,

(ii) v primeru paradiznika,
— vizualni pregled v ustreznih ¢asovnih obdobjih, vsaj rastocih rastlin, ki so namenjene presajanju za trzno
pridelavo.

2. Obvestilo o uradnih sistemati¢nih raziskavah iz ¢lena 2(3) vsebuje:

(i

=

za sistemati¢ne raziskave krompirja,

— oceno skupne posajene povrsine semenskega in drugega krompirja v hektarih,

— razdelitev po kategorijah semenskega in merkantilnega krompirja in, kadar je to primerno, po regijah,
— Stevilo vzorcev za testiranje in ¢as vzorcenja,

— S$tevilo vizualnih pregledov na polju,

— S$tevilo vizualnih pregledov gomoljev (in velikost vzorca);

za sistematicne raziskave vsaj rastocih rastlin paradiznika, ki so namenjene presajanju za trzno pridelavo,
— oceno skupnega $tevila rastlin,

— Stevilo vizualnih pregledov;

(i

za sistematicne raziskave gostiteljskih rastlin, razen krompirja in paradiznika, vklju¢no s samoniklimi gostitelj-
skimi rastlinami razhudnikovk,

(i

— vrsto,
— Stevilo vzorcev in ¢as vzorcenja,
— vzor¢eno obmogje/reko,
— analitsko metodo;
(iv) za sistemati¢ne raziskave povriinske vode in odpadnih voda iz obratov za industrijsko predelavo ali paki-
ranje,
— Stevilo vzorcev in ¢as vzorcenja,
— obmogje/rekoflokacijo vzorcenih obratov,
— analitsko metodo.
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PRESKUSNA SHEMA ZA DIAGNOSTICIRANJE, DETEKCIJO IN IDENTIFIKACIJO BAKTERIJE RALSTONIA

PRILOGA 11

SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

PODROCJE UPORABE TESTNE SHEME

Ta shema opisuje razli¢ne postopke, povezane z:

(i) diagnozo rjave gnilobe pri gomoljih krompirja ali bakterijskega venenja pri rastlinah krompirja in paradiznika;

(ii) detekcijo bakterije Ralstonia solanacearum v vzorcih gomoljev krompirja;

(iii) identifikacijo bakterije Ralstonia solanacearum.

V dodatkih so navedene podrobnosti za pripravo testnih materialov, tj. rastnih gojis¢, pufrov, raztopin, reagentov.

ODDELEK I

ODDELEK II:

ODDELEK III:

Dodatek 1
Dodatek 2
Dodatek 3
Dodatek 4
Dodatek 5
Dodatek 6

Dodatek 7

VSEBINA:

Uporaba testne sheme

1. Diagnoza rjave gnilobe pri gomoljih krompirja in bakterijskega venenja pri rastlinah krom-
pirja in paradiznika 9 ...

2. Detekcija in identifikacija bakterijeRalstonia solanacearum v vzorcih gomoljev krompirja 11

Diagnoza rjave gnilobe pri gomoljih krompirja ter bakterijskega venenja pri rastlinah
krompirja in paradiZnika

1. SIMPLOMI cooivie
2. Hitri Presejalini teST(-1) +...eevvnneeiin et
3. TZOLACIA +. e
4, POLIAIEVENT TEST(-1) +vvvrrrnerinetiie et e it e et e et et e et e et e e e et e et e et e e et e ean e e s e e et eeaneeanns
Detekcija in identifikacija bakterije Ralstonia solanacearum v vzorcih gomoljev krom-
pirja

1. Priprava vzorca za teStiranje ...........c.cviuiiiiiiiniiiiii
2. ImunofluoreSCencni (IF) TEST ......ivuniiiniieeii e it ettt e e et e e e e e e e e e e e et e e i eees
3. Encimsko-imunski test (ELISA) .......uiinniiieiie it ee et
4. Verina reakcija s polimerazo (PCRTM) ......uuuuieiiiiiiiinieiiiiiiieeeeeeiiie e e e e e
5. Testiranje z razmazom na selektiviio GOJICe ...........coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceee e,
6. BIOLOSKI ST . eeeuieeeeiieiiie e
7. ODOGALIEVENT TESH +.. v eevti ettt ettt
8. Testi PALOZENOSHE .. ovuvnieit it
Hranilna gojica za izolacijo in gojenje bakterije Ralstonia solanacearum ..................cccoeeenn.
Material Za PrIPIaVO VZOTCEV ......uuuueeeiiiiiii et ettt e ettt et
MaLETTAl Z& IF LEST .ttt ee ettt et
Dolocanje stopnje okube pri IF LeStU ..eeevvuuunniieiiiiiiineciiiiiie e

Material Za test ELISA ..ottt e

13

13

13

14

14

17

17

18

20

20

22

23

23

23

24

25

26

27

28

29

29

30
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ODDELEK I
UPORABA TESTNE SHEME

1. Diagnoza rjave gnilobe pri gomoljih krompirja in bakterijskega venenja pri rastlinah krompirja in paradiznika

Postopek testiranja je namenjen za gomolje krompirja s simptomi, ki so znacilni za ali nakazujejo sum na rjavo gnilobo, in za rastline
krompirja in paradiznika s simptomi, ki so znacilni za ali nakazujejo sum na bakterijsko venenje. VkljuCuje hitri presejalni test, izolacijo
patogena iz okuZenega Zilnega tkiva na diagnostinem gojis¢u in, v primeru pozitivnega rezultata, identifikacijo kulture kot bakterije

Ralstonia solanacearum.

Diagram poteka

rastline krompirja ali paradiznika ali gomolji krompirja s simptomi (1)

Y

hitri presejalni testi (2)

\

[ZOLACIJA

Y

kolonije s znacilno morfologijo

Y

DA

Y

POTRDITVENI TEST(-I)

solanacearum in testi patogenosti (¥)

identifikacija (*) &iste kulture kot bakterija Ralstonia

Y

Y

DA

NE >

Y

rastline infali gomolji so okuZeni z bakterijo Ralstonia
solanacearum

Y

rastline infali gomolji niso
okuZeni z bakterijo
Ralstonia solanacearum
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Opombe k diagramu:

(')  Opis simptomov je naveden v oddelku II.1.

() Hitri presejalni testi pospesijo domnevno diagnozo.
Ustrezni testi so:
— test eksudacije na Zilnem tkivu stebla (oddelek 11.2),
— test za zrnca poli-B-hidroksibutirata (oddelek I1.2),
— IF-test (oddelek I11.2),
— test ELISA (oddelek 1I1.3),
— test PCR (oddelek 111.4).

() Ceprav je izolacija patogena iz rastlinskega materiala z znadilnimi simptomi z razmazom razredéine preprosta,
lahko kultiviranje spodleti pri naprednih fazah okuzbe. Saprofitske bakterije, ki rastejo na obolelem tkivu, lahko
prerastejo ali inhibirajo patogen na izolacijskem gojiscu. Ce je izolacijski test negativen, bolezenski simptomi pa
znadilni, je treba postopek izolacije ponoviti, najbolje s testiranjem z razmazom na selektivno gojisce.

(*)  Zanesljiva identifikacija Ciste kulture bakterije Ralstonia solanacearum se doseze z vsaj enim izmed testov, ki so nave-
deni v oddelku 11.4.1, v kombinaciji s testom patogenosti (oddelek I.4.3). Opredelitev seva je neobvezna, vendar je
priporocljiva za vsak nov primer.
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Detekcija in identifikacija bakterije Ralstonia solanacearum v vzorcih gomoljev krompirja

Postopek je namenjen detekciji latentne okuzbe v gomoljih krompirja z uporabo enega ali, Se bolje, ve¢ presejalnih testov, ki jih v primeru
pozitivnega rezultata dopolnjuje izolacija patogena; v primeru izolacije tipicnih kolonij, temu sledi $e identifikacija ¢iste kulture kot bakte-
rije Ralstonia e solanacearum.

Diagram poteka

vzorci gomoljev krompirja (1)

]

PRESEJALNI TEST() (3

\/

IF test (3) infali razmaz na selektivno gojisce (4) z neobveznimi
dodatnimi testi:

test ELISA ()
test PCR (6)
obogatitveni test(-i) (7)

Y Y

vsaj en test vsi opravljeni testi vzorec ni Okuien’
polzitjven Eegatjivni —>»| z bakterijo Ralstonia
solanacearum
IZOLACIJSKI TEST(-I)
razmaz na infali bioloski test
selektivno (®)
gojisce
kolonije z znagilno morfologijo
vzorec ni okuzen
DA NE - z bakterijo
Ralstonia
solanacearum

Y

POTRDITVENI TEST(-])

identifikacija (%) kulture kot
bakterija Ralstonia solanacearum in test

patogenosti (%)
vzorec ni okuzen
z bakterijo
DA NE > Ralstonia
solanacearum

Y

vzorec je okuzen z bakterijo
Ralstonia solanacearum
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Opombe k diagramu:

)

Velikost vzorca

Standardna velikost je 200 gomoljev. Vendar je ta postopek mogoce ustrezno uporabiti tudi za vzorce z manj kot 200 gomolji.

Presejalni test(-i)

En sam test ni nujno dovolj obcutljiv ali zanesljiv za odkritje bakterije Ralstonia solanacearum v vzorcu. Zato je priporocljivo opraviti
ved testov in zazeleno, da ti testi temeljijo na razli¢nih bioloskih nacelih.

Imunofluorescencni (IF) test

[F-test je splosno priznan presejalni test. To mu daje prednost pred drugimi testi, ki $e niso docela razviti ali validirani. Uporablja se
za mnoge druge karantenske bakterije, npr. Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Pri parametrih za odcitavanje, dolocenih v tej
metodi, je to obcutljiv test (prag obcutljivosti je 10°~10* celic na ml pelete krompirjevega ekstrakta).

Kriticni dejavnik zanesljivosti rezultata testa je kakovost antiseruma. Sprejemljiv je samo antiserum z visokim titrom (najmanj 2000 za
surov antiserum), vse teste pa je treba izvesti pri titru antiseruma ali pri eni razred¢ini pod tem titrom. Indirektna metoda je primer-
nejsa. Direktno metodo je mogoce uporabiti, Ce je raven obcutljivosti in specifi¢nosti testa enaka ravni indirektne metode.

Prednost [F-testa je subjektivno interpretiranje morfologije celic in intenzitete fluorescencnosti, ki dajeta informacije o specifi¢nosti
reakcije. Pogoste so navzkrizne reakcije s serolosko sorodnimi bakterijami, prisotnimi v prsti ali povezanimi s krompirjevimi tkivi, s
celi¢éno morfologijo bakterije Ralstonia solanacearum. IF-test je mogoce uporabiti kot edini presejalni test, Ceprav je treba, kadar se prica-
kujejo navzkrizne reakcije, opraviti Se dodatni presejalni test, ki temelji na drugac¢nih bioloskih nacelih. V taksnih primerih je najustre-
znejsi razmaz na selektivno gojisce.

Razmaz na selektivno gojisce

Z modificiranim gojis¢em SMSA in testnim postopkom, opredeljenim v tej metodi, je to obcutljiv in selektiven test za bakterije
Ralstonia solanacearum. Rezultat se doseze 3—6 dni po pripravi vzorca. Patogen se pridobi neposredno v kulturi in ga je mogoce zlahka
identificirati. Za popolnoma izkori§¢eno zmogljivost testa, je potrebna natan¢na priprava obmogja stolona, da se izognemo sekun-
darnim bakterijam, povezanim z gomoljem krompirja, ki na gojis¢u tekmujejo z bakterijo Ralstonia solanacearum in lahko vplivajo na
razvoj patogena. Nekateri sevi se lahko slabo razrastejo, saj sestavine gojis¢a lahko vplivajo na ciljni organizem. Paziti je treba tudi, da
se Ralstonia solanacearum razloc¢i od drugih bakterij, ki se lahko razvijejo na gojis¢u. Razmaz na selektivno gojisce je mogoce uporabiti
kot edini presejalni test, pod pogojem da se ob sumu, da druge bakterije na gojis¢u inhibirajo bakterijo Ralstonia solanacearum, in ob
negativnem rezultatu testa vzorec ponovno testira z uporabo drugega testa, da se diagnoza potrdi ali ovrze. V taksnih primerih je
najustreznejsi IF-test.

Test ELISA

Test ELISA je na splosno manj obc¢utljiv od IF-testa (prag obcutljivosti je 104-105 celic na ml pelete krompirjevega ekstrakta). Test je
poceni in hiter, vendar na splosno bolj dovzeten za lazno pozitivne (navzkrizne reakcije) in lazno negativne rezultate (inhibicija s
fenolnimi molekulami v ekstraktu krompirja). Zahteve za specifi¢nost antiseruma so zelo visoke. Testa ELISA ni mogoce uporabiti kot
edini presejalni test.

Test PCR

Test PCR nudi moznosti za zelo obcutljivo detekcijo, ¢eprav ga hitro inhibirajo sestavine ekstraktov rastlin ali gomoljev, zaradi ¢esar
je rezultat laZno negativen. Nekateri kultivarji krompirja vsebujejo ve¢ inhibitorjev kot drugi. Zato je treba te inhibitorje odstraniti.
Inhibicija se lahko zmanjsa z red¢enjem, vendar se tako razred¢ijo tudi populacije bakterije Ralstonia solanacearum. V vseh fazah
priprave vzorcev in testa je treba zelo paziti, da se prepreci okuzba, ki bi lahko povzrocila lazno pozitiven rezultat. Do lazno pozi-
tivnih rezultatov lahko pride tudi zaradi homolognih zaporedij drugih organizmov. Zato direktnega testa PCR ni mogoce uporabiti
kot edini presejalni test.

Obogatitveni test

Inkubiranje pelete krompirjevega ckstrakta v polselektivnem bujonu, kakrsen je modificirani bujon SMSA, omogo¢a mnozZenje bakte-
rije Ralstonia solanacearum. Verjetno je $e bolj pomembno to, da se s tem tudi razred¢ijo mozni inhibitorji testa ELISA ali PCR. Bakte-
rijo Ralstonia solanacearum v obogatitvenem bujonu je tako mogoce odkriti s testi IF, ELISA in PCR. Ni priporocljivo pripravljati
razmazov neposredno iz obogatitvenih bujonov. Te obogatitvene metode namre¢ Se niso povsem preverjene in testirane. Tu so nave-
dene, ker so zelo obetavne. Vendar pa jih prav zaradi pomanjkanja izkusenj ni mogoce uporabljati kot edino metodo detekcije.

Biolo3ki test

Bioloski test se uporablja za izolacijo bakterije Ralstonia solanacearum iz pelet krompirjevega ekstrakta s selektivno obogatitvijo v gosti-
teljski rastlini in se lahko opravi na rastlinah paradiznika ali jajcevca. Test zahteva optimalne pogoje inkubacije, kakor jih opredeljuje
metoda. Bakterije, ki inhibirajo bakterijo Ralstonia solanacearum na gojis¢u SMSA, testa najverjetneje ne bodo motile.

Potrditveni testi

Zanesljiva identifikacija ¢iste kulture bakterije Ralstonia solanacearum se doseze z vsaj enim od testov, navedenih v oddelku 11.4.1, v
kombinaciji s testom patogenosti (oddelek I1.4.3). Opredelitev seva je neobvezna, vendar je priporocljiva za vsak nov primer.
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ODDELEK II
Diagnoza rjave gnilobe pri gomoljih krompirja ter bakterijskega venenja pri rastlinah krompirja in paradiznika

1. Simptomi
1.1 Simptomi pri krompirju

Rastlina krompirja. Zgodnja stopnja okuzbe se kaze kot venenje listov proti vrhu rastline pri visokih dnevnih temperaturah, ponoci pa si
rastlina opomore. Venenje hitro postane nepovratno in se konca z odmrtjem rastline. Zilno tkivo pre¢no prerezanih stebel uvelih rastlin
lahko porjavi, na povrsini prereza pa je mogoce opaziti ali z lahkoto iztisniti mle¢ni izcedek. Ce prerezano steblo postavimo navpicno v
vodo, iz Zilnih snopov pritecejo sluzaste niti.

Gomolj krompirja. Gomolje krompirja je treba pre¢no prerezati blizu obmocja stolona. Zgodnja stopnja okuzbe se kaze kot steklasto
rumeno do svetlo rjavo razbarvanje Zilnega obroca, iz katerega se po nekaj minutah pocedi bled, kremast izcedek, bodisi spontano bodisi
ob neznem pritisku s palci na povrhnjici v blizini prereza. Pozneje postane razbarvanost Zilnega tkiva bolj izrazito rjava, nekroza pa lahko
zajame parenhimati¢no tkivo. V napredovalih stopnjah okuzba izbruhne navzven od stolona in oces, kar lahko povzro¢i rdeckasto-rjave,
nekoliko udrte razpoke na povrhnjici, iz katerih lahko mezi bakterijski izcedek, na katerega se za¢nejo lepiti grudice prsti.

1.2 Simptomi pri paradizniku

Rastlina paradiznika. Prvi vidni simptom je uvel videz najmlajsih listov. V ugodnih okoljskih pogojih za patogen (temperatura tal okrog 25
°C, nasic¢enost z vlago) sledita v nekaj dneh epinastija in venenje ene strani ali cele rastline, kar pripelje do njenega popolnega odmrtja. V
manj ugodnih pogojih (temperatura tal pod 21 °C) lahko iz stebla pozene vegje Stevilo adventivnih korenin. Mogoce je opaziti mastno
izboklino vzdolz stebla, ki je dokaz nekroze zilnega sistema. Ce steblo pre¢no prerezemo, iz razbarvanega rjavega zilnega tkiva stebla prite-
¢ejo kaplje belega ali rumenkastega bakterijskega izcedka.

2. Hitri presejalni testi

Hitri presejalni testi pospesijo domnevno diagnozo. Uporabimo enega ali ve¢ od naslednjih testov:

Testi eksudacije na steblu

Prisotnost bakterije Ralstonia solanacearum v uvelih steblih krompirja ali paradiznika je mogoce oceniti na podlagi naslednjega preprostega
testa verjetnosti:

Steblo prerezemo tik nad povrsino tal. Prerezano povrsino postavimo v ¢aso z vodo. Kmalu zatem iz Zilnih snopov spontano pritecejo
sluzaste niti bakterijskega izcedka. Ce Zilno okuzbo rastlin krompirja ali paradiznika povzroci katera koli druga bakterija, tega pojava ni.

Detekcija zrnc poli-p-hidroksibutirata (PHB)
Zrnca PHB v celicah Ralstonie solanacearum postanejo vidna po obarvanju z nilsko modrim A ali sudan-¢rnim B.

Pripravimo razmaz izcedka ali suspendiranega tkiva na objektnem stekelcu ali razmaz 48-urne kulture na YPGA ali SPA (Dodatek 1).
Pripravimo razmaze seva biovar 2/biotip 3 za pozitivno kontrolo in, ¢e se zdi uporabno, razmaz heterolognega seva za negativno
kontrolo. Razmaze pustimo, da se posusijo. Spodnjo povrsino stekelca nekajkrat hitro povlecemo prek plamena, da se razmaz fiksira.

Test z nilsko modrim

(1) Fiksiran razmaz zalijemo z 1-odstotno vodno raztopino nilsko modrega A.
Inkubiramo 10 minut pri 55 °C.
(2) Odcedimo raztopino barvila. Na hitro speremo pod pocasi tekoc¢o vodovodno vodo. Odstranimo odve¢no vodo z vpojnim papirjem.
(3) Razmaz zalijemo z 8-odstotno vodno raztopino ocetne kisline.
Inkubiramo 1 minuto pri sobni temperaturi.
(4) Speremo pod pocasi tekoco vodovodno vodo. Posusimo z vpojnim papirjem.
(5) Ponovno navlazimo s kapljo vode. Pokrijemo s krovnim stekelcem.
(6) Obarvani razmaz opazujemo pod epifluorescen¢nim mikroskopom pri 450 nm v imerzijskem olju pri povecavi 1 000.

I3¢emo svetlo oranzna fluorescencna zrnca PHB. Opazujemo tudi pri dnevni svetlobi, da se prepricamo, da so zrnca znotraj celic in da je
morfologija celic znacilna za bakterijo Ralstonia solanacearum.
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

4.1

Test s sudan ¢rnim

(1) Fiksiran razmaz zalijemo z 0,3-odstotno raztopino sudan ¢rnega B v 70-odstotnem etanolu. Inkubiramo 10 minut pri sobni tempera-
turi.

(2) Odcedimo raztopino barvila. Na hitro speremo pod tekoco vodo. Odstranimo odvecno vodo z vpojnim papirjem.
(3) Razmaz na kratko potopimo v ksilol. Popivnamo z vpojnim papirjem.
Pozor! Ksilol je zdravju skodljiv. Delajte v digestoriju.
(4) Razmaz zalijemo z 0,5-odstotno (w/v) vodno raztopino safranina in pustimo 10 sekund pri sobni temperaturi.
Pozor! Safranin je zdravju skodljiv. Delajte v digestoriju.
(5) Speremo pod pocasi tekoco vodovodno vodo. Popivnamo z vpojnim papirjem. Pokrijemo s krovnim stekelcem.
(6) Obarvani razmaz opazujemo pod svetlobnim mikroskopom s presevno svetlobo v imerzijskem olju pri povecavi 1 000.

Zrnca PHB v celicah bakterije Ralstonia solanacearum se obarvajo modro-¢rno. Celi¢ne stene se obarvajo roznato.
Drugi testi

Drugi ustrezni presejalni testi so IF-test (oddelek 111.2), test ELISA (oddelek I11.3) in test PCR (oddelek IIL.4).

Izolacija

Odvzamemo izcedek ali dele razbarvanega tkiva z Zilnega obroca v gomolju krompirja ali z Zilnih trakov v steblu rastlin krompirja ali
paradiznika. Suspendiramo v majhni koli¢ini sterilne destilirane vode ali 50 mM fosfatnega pufra. Pustimo 5-10 minut.

Pripravimo niz desetkratnih razred¢in suspenzije, npr. 1/10 in 1/100 ali ve¢, kolikor je ustrezno.

Standardno koli¢ino suspenzije in razred¢in prenesemo na splosno hranilno gojis¢e (NA, YPGA in SPA, Dodatek 1) infali tetrazolno gojisce
po Kelmanu (Dodatek 1) in/ali selektivno gojisée SMSA (Dodatek 7). Razmazemo ali na¢rtamo z ustrezno tehniko razmaza razredcine. Ce
se zdi uporabno, pripravimo posamezne ploiCe vsakega uporabljenega gojisca z razredeno kulturo celi¢ne suspenzije virulentnega seva
bakterije Ralstonia solanacearum biovar 2[biotip 3 za pozitivno kontrolo.

Plos¢e tri dni inkubiramo pri 28 °C. Inkubacija se lahko podaljsa na 3est dni, Ce je rast pocasna, vendar kolonije na plos¢ah SMSA pogosto
postanejo atipicne in odmrejo.

Na splosnem hranilnem gojis¢u virulentni izolati bakterije Ralstonia solanacearum tvorijo biserno bele, ploske, nepravilne in tekoce kolonije,
ki imajo pogosto znacilne spirale.

Na tetrazolnem gojis¢u po Kelmanu so tipicne kolonije virulentnih izolatov bakterije Ralstonia solanacearum smetanaste, ploske, nepravilne
in tekoce s krvavo rdece obarvanimi spiralami na sredini. Nevirulentne oblike bakterije Ralstonia solanacearum tvorijo maslaste, temno rdece
kolonije.

Na gojis¢u SMSA so tipi¢ne kolonije virulentnih izolatov bakterije Ralstonia solanacearum mlecno bele, ploske, nepravilne in tekoce, na
sredini krvavo rdece obarvane.

Nevirulentne oblike bakterije Ralstonia solanacearum tvorijo manj tekoce kolonije, ki so na SMSA gojis¢u povsem roznate do rdece.
Kolonije z znacilno morfologijo precistimo s precepljanjem na splosno hranilno gojisce. Izogibamo se rednemu precepljanju, ki lahko
povzroci izgubo virulentnosti.

Potrditveni test(-i)

Identifikacija bakterije Ralstonia solanacearum

Identificiramo Ciste kulture bakterije Ralstonia solanacearum z vsaj enim od naslednjih postopkov:

Hranilni in encimski testi

Opomba  V vsak uporabljeni test vklju¢imo ustrezne kontrolne seve.
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4.2

Naslednje fenotipske lastnosti bakterijeRalstonia solanacearum so splosno prisotne ali odsotne:

Fluorescen¢ni pigment -

Vkljucki PHB +
Oksidacijski/fermentacijski (O/F) test O +[F -
Katalaza +
Oksidaza po Kovacsu +
Redukcija nitrata +
Izraba citrata +

Rast pri 40 Code en erreur: 8¢JC -

Rast v 1 % NaCl +
Rast v 2 % NaCl -
Arginin-dihidrolaza -
Utekocinjenje Zelatine -
Hidroliza $kroba -
Hidroliza ezulina -

Proizvodnja levana -

Gojisca in metode so navedeni v Lelliott & Stead (1987)

IF-test

Pripravimo suspenzije 10° celic na ml iz kulture in kontrolnega(-ih) seva(-ov). Pripravimo niz dvakratnih razred¢in antiseruma. Izvedemo
postopek IF (oddelek III.2). IF-titer kulture mora biti enakovreden titru pozitivne kontrole.

Test ELISA

Pripravimo suspenzije >10¢ celic na ml iz kulture in kontrolnega(-ih) seva(-ov). Izvedemo postopek ELISA (oddelek II1.3). Vrednost ELISA
kulture mora biti enakovredna vrednosti pozitivne kontrole.

Test PCR

Pripravimo suspenzije 10° celic na ml iz kulture in kontrolnega(-ih) seva(-ov). Izvedemo postopek PCR (oddelek III.4). Produkt PCR kulture
mora biti po velikosti in vzorcu restrikcijske analize (REA) enak produktu pozitivne kontrole.

Fluorescenéna hibridizacija in-situ (FISH)

Pripravimo suspenzije 10 celic na ml iz kulture in kontrolnega(-ih) seva(-ov). Izvedemo postopek FISH (van Beuningen et al, 1995) z
zacetnim oligonukleotidom OLI-1 PCR (Seal et al, 1993). Kultura mora reagirati enako kot pozitivna kontrola.

Profiliranje proteinov

Denaturirane proteine celih celic lo¢imo z elektroforezo v poliakrilamidnem gelu — PAGE (Stead, 1992a).

Profiliranje masc¢obnih kislin (FAP)

Kulturo in sev pozitivne kontrole kultiviramo 48 ur pri 28 °C na triptikaznem sojinem agarju in izvedemo postopek FAP (Janse, 1991;
Stead, 1992a; Stead, 1992b). Profil kulture mora biti enak profilu pozitivne kontrole. Pri dolo¢enih pogojih so znacilne mascobne kisline
14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H in 18:1 20H.

Opredelitev seva

Opredelitev seva ni obvezna, vendar je priporocljiva za vsak nov primer z uporabo vsaj enega od naslednjih postopkov:
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Doloc¢anje biovarja
Ralstonia solanacearum se deli na biovarje na podlagi zmoznosti proizvajanja kisline iz treh heksoznih alkoholov in treh sladkorjev
(Hayward, 1964 & 1994):
Biovar
1 2 3 4 5
— Izraba: - + + - +
— maltoze - + + - +
— laktoze - + + - +
— celobioze - + + - +
— manitola - - + + +
— sorbitola - - + + -
— dulcitola
Dodatni testi delijo biovar 2 na podfenotipe (Hayward, 1994):
biovar 2 biovar 2-A biovar 2-T
izraba trehaloze - + +
izraba inozitola + - +
izraba D-riboze - - +
pektoliti¢na aktivnost nizka nizka visoka
Doloc¢anje biotipa
Biotip (Buddenhagen et al., 1962) je mogoce dolociti na podlagi testa patogenosti na rastlinah paradiznika ali jaj¢evca in na rastlinah tobaka
ter s testom hipersenzitivne reakcije (HR) na listih tobaka (Lozano in Sequeira, 1970):
Biotip (*)
1 2 3
Reakcija na:
— rastlinah paradiznikafjajcevca venenje ni reakcije venenje
— rastlinah tobaka venenje ni reakcije ni reakcije
— listih tobaka nekroza (48 ur) HR (12-24 ur) kloroza
in venenje (7-8 dni) (2-8 dni)
(*) Biotip 4 (patogen na ingverju in nekaterih drugih gostiteljih) in biotip 5 (patogen samo na murvi) nista vkljucena.
Opredelitev biotipa s testom patogenosti ali hipersenzitivnosti na tobaku ni nujno najbolj zanesljiva in biotip lahko dolo¢imo tudi s sklepa-
njem na podlagi biovarja in naravnega gostitelja izvora.
Kulturo lahko nadalje opredelimo z:
Iskanjem prstnih odtisov genoma
Molekularno razlikovanje sevov v kompleksu bakterije Ralstonia solanacearum je mogoce opraviti z:
analizo RFLP (Cook et al., 1989)
ponavljajo¢im zaporedjem PCR [REP-, ERIC- & BOX-PCR (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995)]
4.3 Test patogenosti

S tem testom se potrdi diagnoza bakterije Ralstonia solanacearum in oceni virulenca kultur, identificiranih kot bakterija Ralstonia solana-
cearum.

Pripravimo inokulum 106 celic na ml iz kulture in pozitivnega kontrolnega seva. Inokuliramo 5-10 rastlin paradiznika ali jajcevca, najbolje
v fazi treh pravih listov ali v kasnejsi fazi (oddelek II1.6). Inkubiramo najve¢ dva tedna pri 22-28 °C in visoki relativni vlaznosti ter dnevno
zalivamo. Opazujemo, Ce se pojavi venenje infali epinastija, kloroza, krnenje.

Izoliramo iz simptomati¢nih rastlin:

— Odvzamemo del tkiva s stebla 2 ¢cm nad mestom inokulacije.

— Zmeljemo in suspendiramo v majhni koli¢ini sterilne destilirane vode ali 50 mM fosfatnega pufra. Razmazemo na plosce, inkubiramo
in pregledamo, ¢e nastanejo znacilne kolonije bakterije Ralstonia solanacearum.
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ODDELEK III
DETEKCIJA IN IDENTIFIKACIJA BAKTERIJE RALSTONIA SOLANACEARUM V VZORCIH GOMOLJEV KROMPIRJA

Opomba: Standardna velikost vzorca je 200 gomoljev. Vendar je postopek mogoce ustrezno uporabiti tudi za vzorce z manj kot 200 gomolji.

1.1

1.2

1.3

1.4

Priprava vzorca za testiranje

Opomba: Peleta ekstrakta krompirja, pridobljena s tem postopkom, se lahko uporabi tudi za detekcijo bakterije Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus.

Moznosti obdelave pred testiranjem, Ce se zdijo uporabne:
(i) Vzorec inkubiramo pri 25-30 °C najve¢ dva tedna, da spodbudimo mnoZenje majhnih populacij bakterije Ralstonia solanacearum.

(i) Gomolje operemo pod tekoco vodo z ustreznimi razkuzili in detergenti. Gomolje posusimo na zraku.

S Cistim in sterilnim skalpelom ali noZem za zelenjavo odstranimo povrhnjico gomolja na obmocju stolona, tako da najprej postanejo
vidna zZilna tkiva. Previdno izreZemo majhno stoz¢asto jedro (s premerom 3-5 mm) Zilnega tkiva na obmocju stolona. Koli¢ina neZilnega
tkiva naj bo ¢im manjsa. Obdelamo vse gomolje v vzorcu.

Opomba: V tej fazi lahko opravimo vizualni pregled gomoljev (oddelek I1.1). Vse gomolje s simptomi ali hudo gnilobo damo na stran in
testiramo loceno (oddelek 1I).

Stolone zberemo v zaprti posodi. ZaZeleno je, da se stoloni obdelajo takoj. Ce to ni mozno, jih shranimo za najve¢ 24 ur oziroma pri 4 °C
ne dlje kot 72 ur.

Stolone obdelamo po enem od naslednjih postopkov:
(i) Stolone prenesemo v ustrezno posodo.

Dodamo zadostno koli¢ino maceracijskega pufra (Dodatek 2), da prekrije stolone.
Stolone zmeljemo v mesalniku Waring ali Ultra Thurrax do popolne homogenizacije. Izogibamo se pretirani homogenizaciji.
Pustimo, da se macerat namaka 15-30 minut.

(ii) Stolone prenesemo v ustrezno posodo.
Dodamo zadostno koli¢ino maceracijskega pufra, da prekrije stolone.
Posodo postavimo na rotacijski stresalnik.
Inkubiramo pri 50-100 vrt/min 4 ure pri 20-22 °C ali 16-24 ur pri 4 °C.

(ili) Stolone prenesemo v mo¢no maceracijsko vrecko za enkratno uporabo (npr. vrecko Stomacher velikosti 105 mm x 150 mm, sterili-
zirano z obsevanjem).

Stolone previdno zdrobimo z ustreznim orodjem, npr. s kladivom, dokler ne dosezZemo popolne homogenizacije.
Dodamo zadostno koli¢ino maceracijskega pufra, da prekrije stolone.

Pustimo 15-30 minut, da se macerat posede.

Ekstrahiramo bakterije iz obdelanih stolonov po enem od naslednjih postopkov:

(i) Macerat previdno odto¢imo v centrifugirko, ostanke pa pustimo v posodi ali vrecki. Ce je odtoceni macerat moten, ga centrifugiramo
pri najve¢ 180 ¢ 10 minut pri temperaturi pod 10 °C.

Centrifugiramo odtoceni macerat ali supernatant iz prvega centrifugiranja, pri 7 000 g 15 minut ali pri 10 000 g 10 minut pri
temperaturi pod 10 °C.

Zavrzemo supernatant, ne da bi premesali peleto.

=

(ii) Macerat prefiltriramo skozi filter z velikostjo por 40-100 pm. Filtriranje pospesimo z vakuumsko ¢rpalko.
Filtrat zberemo v centrifugirki.
Filter speremo z maceracijskim pufrom.

Filtrat centrifugiramo pri 7 000 g 15 minut ali pri 10 000 g 10 minut pri temperaturi pod 10 °C.

Zavrzemo supernatant, ne da bi premesali peleto.
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1.5 Peleto resuspendiramo v 1 ml peletnega pufra (Dodatek 2).
Razdelimo na dva enaka dela in vsak del prenesemo v mikroepruveto.
Eno mikroepruveto uporabimo za testiranje. Ostanek tega ekstrakta med testiranjem hranimo pri 4 °C.
V drugo mikroepruveto dodamo 10-25 % (v[v) sterilnega glicerola. Mo¢no premesamo. Shranimo pri —18 °C (tedni) ali pri =70 °C
(meseci).
2. IF-test
Uporabimo antiserum za bakterijo Ralstonia solanacearum, po moznosti proti biotipu 3/biovarju 2. Dolo¢imo titer suspenzije 106 celic na
ml homolognega seva bakterije Ralstonia solanacearum z ustrezno razred¢ino flourescein izotiocianatovega (FITC) konjugata v skladu z
navodili proizvajalca. Titer IF surovega antiseruma bi moral biti najmanj 1:2000.
Uporabimo objektna stekelca z ve¢ vdolbinicami, po moZnosti z 10 okenci premera najmanj 6 mm.
Na vsakem testnem stekelcu uporabimo kontrolo FITC konjugata. Ce v kontroli FITC opazimo kakrsne koli pozitivne celice, moramo test
ponoviti z vkljuceno kontrolo PBS.
Pripravimo posebna stekelca pozitivne kontrole s suspenzijo 106 celic na ml iz seva bakterije Ralstonia solanacearum ustreznega biotipa/
biovarja. Za vsak niz testov uporabimo eno stekelce.
2.1 Testna stekelca pripravimo po enem od naslednjih postopkov:
(i) Za pelete z relativno malo $kroba:
V eno vrstico okenc odpipetiramo standardno koli¢ino (za okence s premerom 6 mm ustreza 15 pl —za vecja okenca koli¢ino pove-
¢amo) resuspendirane pelete. Druga vrstica se lahko uporabi za ponovitev ali za drugi vzorec, kakor prikazuje slika 1.
(ii) Za druge pelete:
Pripravimo desetkratne razredéine, in sicer 1/10, 1/100 in 1/1000, resuspendirane pelete v peletnem pufru. V eno vrstico okenc odpi-
petiramo standardno koli¢ino (za okence s premerom 6 mm ustreza 15 pl —za vecja okenca koli¢ino pove¢amo) resuspendirane pelete
in vsake posamezne razred¢ine. Druga vrstica se lahko uporabi za ponovitev ali za drugi vzorec, kakor prikazuje slika 2.
22 Pocakamo, da se kapljice posusijo. Celice bakterij fiksiramo na stekelce bodisi s segrevanjem, plamenom ali 95-odstotnim etanolom.
2.3 Postopek IF

(i) V skladu s pripravo testnih objektnih stekelc v 2.1(i):
Pripravimo niz dvakratnih razred¢in antiseruma v pufru IF (Dodatek 3):

1/4 titra (T[4), 1/2 titra (T/2), titer (T) in dvakratni titer (2T).

(ii) V skladu s pripravo testnih objektnih stekelc v 2.1(ii):

Pripravimo delovno razred¢ino antiseruma v pufru IF. Delovna razred¢ina je razred¢ina antiseruma z optimalno specificnostjo in je
ponavadi enaka pol titra.

Slika 1

Priprava testnega objektnega stekelca v skladu z 2.1(i) in 2.3(i)

Ena standardna razredéina resuspendirane pelete

T = titer
FITC T/4 T[2 T 2T => dvakratne razredcine
antiseruma
Vzorec 1 .1 .2 .3 .4 .5

Ponovitev vzorca 1 ali vzorec 2 (Y 6 (Y 7 o 3 [ 9 o 10
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Slika 2
Priprava testnega objektnega stekelca v skladu z 2.1(ii) in 2.3(ii)
FITC  Standardna razred¢ina antiseruma
Cista Cista 1/10 1/100 1/1000 => desetkratne razredcine
resuspendirane pelete
Vzorec 1 .1 .2 .3 .4 .5
Ponovitev vzorca 1 ali vzorec
2 ®; L @ ®, O
2.3.1 Objektna stekelca razporedimo po vlaznem vpojnem papirju.

2.4

Testna okenca prekrijemo z razred¢ino oziroma razred¢inami antiseruma. Na okenca s FITC nanesemo PBS. Koli¢ina antiseruma, nanese-
nega na okenca, mora biti enaka koli¢ini nanesenega ekstrakta.

Inkubiramo pokrito 30 minut pri sobni temperaturi.

S stekelc otresemo kapljice antiseruma in stekelca previdno speremo s pufrom IF. Pet minut spiramo v pufru IF-Tween in nato $e pet minut
v pufru IF (Dodatek 3). Previdno odstranimo odvecno vlago.

Stekelca razporedimo na vlaznem vpojnem papirju. Testna okenca in okence s FITC prekrijemo z razred¢ino konjugata FITC, uporablje-
nega za dolocitev titra. Koli¢ina konjugata, nanesenega na okenca, mora biti enaka koli¢ini nanesenega antiseruma.

Inkubiramo pokrito 30 minut pri sobni temperaturi.
S stekelc otresemo kapljice konjugata. Speremo, kakor prej (2.3.3). Previdno odstranimo odve¢no vlago.

Na vsako okence odpipetiramo 5-10 pl 0,1 M glicerola s fosfatnim pufrom (Dodatek 3) ali podobnim prekrivnim pufrom in pokrijemo s
krovnim stekelcem.

Branje IF-testa

Stekelca pregledamo pod epifluorescenénim mikroskopom s filtri, primernimi za vzbujanje FITC, v imerzijskem olju pri povecavi 500—
1000. Okenca pregledamo vzdolz dveh pravokotnih premerov in po obodu.

Najprej pregledamo stekelce pozitivne kontrole. Celice morajo biti svetlo fluorescen¢ne in povsem obarvane. Opomba: Ce pri obarvanju pride
do odstopanj, je treba test ponoviti.

Pregledamo testna stekelca. Najprej preverimo, ¢e v okencih s kontrolo FITC ni fluorescentnih celic. Fluorescentne celice v kontroli FITC
kazejo na nespecifiéno vezavo konjugata, avtofluorescenco ali okuzbo. Opomba: ce opazimo ta pojav, test ponovimo.

V testnih okencih is¢emo svetle fluorescentne celice z znacilno morfologijo bakterije Ralstonia solanacearum. Intenziteta fluorescence mora
biti enaka kot pri sevu pozitivne kontrole pri enaki razred¢ini antiseruma. Celice z nepopolnim obarvanjem ali $ibko fluorescenco se ne
upostevajo, razen Ce je taksnih celic veliko (glej: Interpretacija rezultata IF-testa).

Interpretacija rezultata IF-testa:

(i) Ce ne najdemo svetlih fluorescentnih celic z znaéilno morfologijo, je IF-test negativen.

(i) Ce najdemo svetle fluorescentne celice z znacilno morfologijo, dolo¢imo povpre¢no stevilo celic na mikroskopsko polje in izra¢unamo
Stevilo celic (N) na ml resuspendirane pelete (Dodatek 4).
Populacija priblizno 10° celic na ml resuspendirane pelete se steje za mejo detekcije IF-testa:
— za vzorce z N > 10° celic na ml resuspendirane pelete se Steje, da je IF-test pozitiven,

— za vzorce z N < 10° celic na ml resuspendirane pelete se lahko Steje, da je IF-test pozitiven.
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(iii) Ce pri titru antiseruma opazimo veliko $tevilo (> 10° celic na ml) nepopolno ali §ibko fluorescentnih celic, moramo opraviti drugi
test:
— bodisi test, ki temelji na druga¢nem bioloskem nacelu, bodisi
— ponovni IF-test z drugim antiserumom ali desetkratno razred¢ino pelete.
3. Test ELISA
Temelji na Robinson-Smith et al., 1995
Uporabimo antiserum za bakterije Ralstonia solanacearum, po moZnosti proti biotipu 3/biovarju 2. Dolocimo titer suspenzije 10¢ celic na
ml homolognega seva bakterije Ralstonia solanacearum.
Priporocljiva je uporaba mikrotitrskih plos¢ic NUNC-Polysorb.
Uporabimo negativno kontrolo s krompirjevim ekstraktom in kontrolo s fosfatom pufrom s soljo (PBS).
Kot pozitivno kontrolo uporabimo suspenzijo z > 106 celic na ml iz seva bakterije Ralstonia solanacearum ustreznega biotipa/biovarja.
Testiramo jo na enak nacin kakor vzorce, vendar mora biti na mikrotitrski plos¢ici popolnoma locena od vzorcev.
3.1 V mikroepruveto odpipetiramo 100-200 pl resuspendirane pelete.
Segrevamo 4 minute pri 100 °C. Mikroepruveto postavimo na led.
3.2 Dodamo enako koli¢ino karbonatnega premaznega pufra z dvojno koncentracijo (Dodatek 5). Mo¢no premesamo.
3.3 V vsako od vsaj dveh vdolbinic na mikrotitrski plos¢ici odmerimo 100 pl alikvote. Inkubiramo eno uro pri 37 °C ali ¢ez no¢ pri 4 °C.
3.4 Otresemo ekstrakte iz vdolbinic. Vdolbinice trikrat speremo z raztopino PBS-Tween (Dodatek 5), pri ¢emer zadnjo izpiralno raztopino
pustimo v vdolbinicah vsaj pet minut.
3.5 Pripravimo ustrezno razred¢ino antiseruma bakterije Ralstonia solanacearum v blokirnem pufru (Dodatek 5). V vdolbinice nanesemo po 100
pl razredcine antiseruma.
Inkubiramo eno uro pri 37 °C.
3.6 Otresemo antiserum iz vdolbinic. Vdolbinice speremo kakor prej (3.4).
3.7 Pripravimo ustrezno razred¢ino konjugata alkalne fosfataze v blokirnem pufru. V vdolbinice nanesemo po 100 pl razred¢ine konjugata.
Inkubiramo eno uro pri 37 °C.
3.8 Otresemo konjugat iz vdolbinic. Vdolbinice speremo kakor prej (3.4 in 3.6).
3.9 Pripravimo raztopino substrata alkalne fosfataze (Dodatek 5). V vdolbinice nanesemo po 100 pl. Inkubiramo 30 minut do ene ure v
temnem prostoru pri sobni temperaturi.
3.10 Odcitamo absorbanco pri 409 nm.
Interpretacija testa ELISA:
Test ELISA je negativen, e je opti¢na gostota (OD) vzorca < 2 x OD negativne kontrole.
Test ELISA je pozitiven, Ce je opti¢na gostota (OD) vzorca > 2 x OD negativne kontrole.
4. Test PCR
Temelji na Seal et al., 1993
Opomba: V vseh stopnjah priprave vzorca in drugih postopkih, ki vkljucujejo PCR, je treba uporabiti pipete s filtrom v konici.
Za porzitivno kontrolo pripravimo suspenzijo 10°¢ celic na ml iz seva bakterije Ralstonia solanacearum biotip 3/biovar 2. Testiramo jo na
enak nacin kot vzorce.
4.1 V mikroepruveto odpipetiramo 100 pl resuspendirane pelete.

Lahko pa tudi prenesemo 90 pl resuspendirane pelete v mikroepruveto, ki vsebuje 10 ul 0,5 M NaOH. Premesamo, tako da mikroepruveto
veckrat obrnemo.
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4.2
43
4.4

4.5

4.6

4.6.1

Segrevamo Stiri minute pri 100 °C. Mikroepruveto takoj postavimo na led.
Pripravimo vsaj dve desetkratni razred¢ini, npr. 1/10 in 1/100 ali ve¢, ¢e se zdi uporabno, v sterilni destilirani ali ultra ¢isti vodi.

V sterilni epruveti pripravimo reakcijsko zmes PCR (Dodatek 6) z dodajanjem naslednjih sestavin v naslednjem vrstnem redu:

Za 50 pl reakcijske zmesi:

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
Sterilna destilirana voda ali ultra 30,8-33,8 ul
Cista voda
10 x pufer PCR 5,0 ul 1x
d-ATP 1,0 ul 0,2 mM
d-CTP 1,0 pl 0,2 mM
d-GTP 1,0 ul 0,2 mM
d-TTP 1,0 pl 0,2 mM
Zaletni oligonukleotid OLI-1 2,5l 1 pM
(20 M)
Zacetni oligonukleotid Y-2 (20 2,5l 1uM
M)
Taq polimeraza (5U]ul) 0,2 pl 1,0 U
Skupna prostornina 45 pl - 48 pl

Za vec reakcij:
Prera¢unamo koli¢ino vsake sestavine za zahtevano Stevilo reakcij.
Zmesamo sestavine in prenesemo po 45-48 pl zmesi v sterilne epruvete za PCR.

Epruvete z reakcijsko zmesjo PCR hranimo na ledu.

Za 25 pl reakcijske zmesi:

Ustrezno zmanj$amo koli¢ino sestavin.

PomnozZevanje PCR

Neobvezno: pulzno centrifugiramo epruvete z vrelim vzorcem in pozitivno kontrolo.

V epruvete z reakcijsko zmesjo PCR v navedenem vrstnem redu dodamo 2-5 pl vzorca ali vzorcev, vodne kontrole in pozitivne kontrole.
Epruvete postavimo v grelno enoto ciklicnega termostata DNA.

Izvedemo naslednji program:

1 cikel:

i. (i) 2 minuti pri 96 °C: denaturacija matrice

50 ciklov:

ii. (i) 20 sekund pri 94 °C: denaturacija

iii. (iii) 20 sekund pri 68 °C: prileganje zacetnih oligonukleotidov
iv. (iv) 30 sekund pri 72 °C: podaljsevanje kopije
1 cikel:

v. (v) 10 minut pri 72 °C: nadaljnje podaljSevanje
1 cikel:

(vi) pustimo pri 4 °C.

Opomba: Ti parametri veljajo za napravo Perkin Elmer 9600. Pri drugih ciklicnih termostatih je lahko potrebna prekrivna plast mineral-
nega olja v reakcijskih epruvetah in/ali prilagoditev trajanja faz (ii), (iii) in (iv) pomnoZevanja.

Epruvete vzamemo iz cikli¢nega termostata. Analiziramo produkt PCR. Ce tega ne storimo takoj, epruvete shranimo pri 4 °C, &e jih bomo
uporabili e isti dan, ali pri —18 °C za dalj casa.

Analiza produkta PCR
Fragmente PCR odkrijemo z elektroforezo v agaroznem gelu in barvanjem z etidijevim bromidom.

Pripravimo ustrezni agarozni gel, tako da agarozo pocasi segrevamo v elektroforeznem tris-acetatnem pufru (TAE) do vrelisca.
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4.6.2 Staljeno agarozo ohladimo do 50-60 °C, vlijemo v model elektroforezne enote in vstavimo glavnik. Raztopina naj se strdi.

4.6.3 Odstranimo glavnik. Gel potopimo v TAE, tako da je ravno prekrit s pufrom (2-3 mm).

4.6.4 Na parafilm nanesemo 3 pl kapljice nanasalnega pufra. Dodamo 12 ul produkta PCR vzorcev, pozitivne kontrole ali vodne kontrole in
pred polnjenjem premesamo s pocasno aspiracijo v pipetni konici. Dane koli¢ine lahko prilagodimo, tako da ustrezajo prostornini vdol-
binic v agaroznem gelu.

4.6.5 Vdolbinice v gelu previdno napolnimo. V vsaj eno vdolbinico dodamo ustrezni oznacevalec DNA za referenco.

4.6.6 Elektroforezno enoto povezemo z virom elektrike. Elektroforeza naj tece pri 5-8 V/cm, dokler fronta sledilnega indikatorja ni 1 cm pred
koncem gela.

4.6.7 Izklopimo vir elektrike. Odstranimo Zice z elektroforezne enote.

Previdno odstranimo gel. Potopimo ga v raztopino etidijevega bromida za 30-45 minut.

Opomba: Ves ¢as ravnanja z etidijevim bromidom, ki je mo¢an mutagen, nosimo rokavice za enkratno uporabo.

4.6.8 Razbarvamo v destilirani vodi 10-15 minut.

4.6.9 Vizualiziramo pomnozZene fragmente DNA z UV presvetlitvijo. Produkt PCR bakterije Ralstonia solanacearum z zaCetnim oligonukleotidom
OLI-1 in Y-2 je dolg 288 bp. Preverimo z oznacevalcem DNA in pozitivno kontrolo.

Opomba: Vodna kontrola mora biti v vseh primerih negativna. Ce je pozitivna, test ponovimo.

4.6.10 Ce potrebujemo trajno evidenco, gel fotografiramo.

4.6.11 Potrdimo avtenticnost namnozZenega fragmenta z restrikcijsko encimsko analizo (REA).

4.7 Restrikcijska encimska analiza (REA)

471 V novo mikroepruveto prenesemo 8,5 pl produkta PCR (4.5.3). Dodamo 1 pl 10-kratnega encimskega pufra in 0,5 pl restrikcijskega
encima Avall.

4.7.2 Premesamo s pocasno aspiracijo v pipetni konici. Ce na stenah epruvete ostanejo kapljice, pulzno centrifugiramo v mikrocentrifugi. Inkubi-
ramo eno uro pri 37 °C.

4.7.3 Analiziramo razcepljeni fragment PCR z elektroforezo v agaroznem gelu kakor prej (4.6).

Interpretacija rezultatov testa PCR:

Test PCR je negativen, ¢e ne odkrijemo znacilnega fragmenta 288 bp in odkrijemo fragment za sev bakterije Ralstonia solanacearum pozi-

tivne kontrole.

Test PCR je pozitiven, ¢e odkrijemo fragment 288 bp in ¢e je analiza REA namnoZenega fragmenta enaka sevu bakterije Ralstonia solana-

cearum pozitivne kontrole.

5. Test z razmazom na selektivno gojisce
Temelji na Elphinstone et al., 1996

5.1 Test izvedemo z ustrezno tehniko razmaza razredCine, npr.:

(i) Pripravimo vsaj dve desetkratni razred¢ini, in sicer 1/10 in 1/100 ali ve¢, &e se zdi uporabno, resuspendirane pelete v peletnem pufru.
Odpipetiramo standardno koli¢ino (50-100 pl) resuspendirane pelete in vsake razred¢ine na modificirano selektivno gojisée SMSA
(Dodatek 7) ter s stekleno palcko razmazemo po celi povrsini gojisca.

Ce se zdi uporabno, z zanko v reditveni &rti nanesemo 10 pl resuspendirane usedline. Med posameznimi ¢rtami zanko ozgemo v
plamenu.

(i) Odmerjeno standardno koli¢ino (50-100 pl) resuspendirane pelete prenesemo na modificirano selektivno gojis¢e SMSA in s stekleno
palcko razmazemo po celi povrsini gojisca. S palcko naredimo nanose v ¢rti na vsaj Se dve plos¢i modificiranega gojis¢a SMSA, ne da
bi palcko ozigali v plamenu.

5.2 Z isto tehniko razmaza razred¢ine na niz locenih plos¢ modificiranega gojis¢a SMSA nanesemo suspenzijo 10° celic na ml iz virulentnega
seva bakterije Ralstonia solanacearum biotip 3[biovar 2.

5.3 Ploice inkubiramo pri 28 °C. Po treh dneh za¢nemo z odcitavanjem plos¢. Ce so negativne, inkubiramo e naprej najve¢ Sest dni. Kolonije
virulentnih izolatov bakterije Ralstonia solanacearum so mle¢no bele, ploske, nepravilne in tekoce, na sredini krvavo rdece obarvane s ¢rtami
ali spiralami v notranjosti.

5.4 Kolonije z znacilno morfologijo precistimo s precepljanjem na splosno hranilno gojis¢e (Dodatek 1).
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5.5 Ciste kulture identificiramo (oddelek II, 4.1) in potrdimo kulture bakterije Ralstonia solanacearum s testom patogenosti (oddelek II, 4.3).

Interpretacija testa z razmazom na selektivno gojisce

Test z razmazom na selektivno gojisCe je negativen, ¢e po Sestih dneh ne izoliramo nobenih bakterijskih kolonij ali nobenih kolonij,
znacilnih za bakterije Ralstonia solanacearum, pod pogojem da inhibicija s strani kolonij drugih bakterij ni verjetna in da smo pri pozitivni
kontroli nasli kolonije bakterije Ralstonia solanacearum.

Test z razmazom na selektivno gojise je pozitiven, e izoliramo kolonije, znacilne za bakterije Ralstonia solanacearum.

6. Bioloski test

Temelji na Janse, 1988.

6.1 Za vsak vzorec uporabimo 10 testnih rastlin - dovzetnih sejancev paradiznika ali jajéevca v fazi treh pravih listov. 24 ur pred inokulacijo
testnih rastlin ne zalivamo.

6.2 Med testne rastline porazdelimo 100 pl resuspendirane pelete. Inokuliramo v steblo med kli¢nima listoma in na $e enem ali ve¢ drugih
mestih.

6.3 Z isto tehniko 10 sejancev inokuliramo s suspenzijo 10° celic na ml iz virulentnega seva bakterije Ralstonia solanacearum biovar 2 [biotip 3

za pozitivno kontrolo ter s peletnim pufrom za negativno kontrolo. Rastline pozitivne kontrole lo¢imo od ostalih rastlin, da prepre¢imo
medsebojno okuzbo.

6.4 Rastline gojimo najvec Stiri tedne pri 22-28 °C in visoki relativni vlaZnosti ob dnevnem zalivanju. Opazujemo, e se pojavijo venenje,
epinastija, kloroze infali krnenje.

6.5 Pripravimo izolate iz okuZenih rastlin (oddelek II). Identificiramo ¢iste kulture z znacilno morfologijo (oddelek I1.4.1) in potrdimo kulture
bakterije Ralstonia solanacearum s testom patogenosti (oddelek 11.4.3).

6.6 Ce se zdi uporabno, preverimo odsotnost okuzbe pri serijah testnih rastlin, ki ne kazejo nobenih znakov okuzbe. Z vsake testne rastline
odvzamemo en cm dolg del stebla dva cm nad tocko inokulacije. Tkiva homogeniziramo v maceracijskem pufru. Pripravimo razmaze
razred¢in (oddelek II1.5.1). Ce je rezultat pozitiven, identificiramo diste kulture z znacilno morfologijo (oddelek I1.4.1) in potrdimo kulture
bakterije Ralstonia solanacearum s testom patogenosti (oddelek I1.4.3).

Interpretacija rezultata bioloskega testa:

Bioloski test je negativen, Ce testne rastline niso okuzene z bakterijo Ralstonia solanacearum, pod pogojem da smo v pozitivni kontroli
odkrili bakterije Ralstonia solanacearum.

Bioloski test je pozitiven, e so testne rastline okuZene z bakterijo Ralstonia solanacearum.

7. Obogatitveni testi

Temeljijo na Elphinstone et al., 1996

7.1 V 3 ml modificiranega bujona SMSA (Dodatek 7) prenesemo 100 pl resuspendirane pelete.

7.2 Inkubiramo 48 ur, vendar v nobenem primeru ne dlje kot 72 ur, pri 28 °C, epruveto naj bo zaradi zracenja le ohlapno zaprta.

7.3 Epruveto tesno zapremo in mo¢no premesamo. Pripravimo alikvote za IF-test (ta oddelek, 2.), test ELISA (ta oddelek, 3.) infali test PCR (ta
oddelek, 4.)

8. Test patogenosti

Glej Oddelek 11.4.3.
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Dodatek 1

Hranilna gojis¢a za izolacijo in gojenje bakterije Ralstonia solanacearum

Hranilni agar (NA)
Hranilni agar (Difco) 23 g

Destilirana voda 1 liter

Pripravimo po 1/2 litra gojisca v litrskih steklenicah.
Raztopimo sestavine.
Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.

Ohladimo do 50 °C. Nalijemo na ploice.

Agar s kvasom, peptonom in glukozo (YPGA)

Kvasni ekstrakt (Difco) 5¢
Pepton Bacto (Difco) 5¢
D(+)-glukoza (monohidrat) 10 g
Agar Bacto (Difco) 15 ¢
Destilirana voda 1 liter

Pripravimo po 1/2 litra gojis¢a v litrskih steklenicah.
Raztopimo sestavine.
Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.

Ohladimo do 50 °C. Nalijemo na plosce.

Agar s saharozo in peptonom (SPA)

Saharoza 20 g
Pepton 5¢
K2HPO4 05 g
MgSO4-7H20 025 g
Agar Bacto (Difco) 15 ¢
Destilirana voda 1 liter

Pripravimo po 1/2 litra gojisca v litrskih steklenicah.
Raztopimo sestavine. Ce je potrebno, naravnamo pH na 7,2-7,4.
Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.

Ohladimo do 50 °C. Nalijemo na plosce.

Tetrazolno gojis¢e po Kelmanu

Kazaminske kisline (Difco) 1g
Pepton Bacto (Difco) 10 g
Dekstroza 5¢
Agar Bacto (Difco) 15 ¢
Destilirana voda 1 liter

Pripravimo po 1/2 litra gojisca v litrskih steklenicah.

Raztopimo sestavine. Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.

Ohladimo do 50 °C.

Dodamo s filtriranjem sterilizirano vodno raztopino trifenil tetrazolijevega klorida (Sigma), tako da dobimo koncno

koncentracijo 50 mg na liter.

Nalijemo na plosce.
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Dodatek 2
Material za pripravo vzorcev

Maceracijski pufer: 50 mM fosfatni pufer, pH 7,0

Ta pufer se uporablja za maceracijo tkiv.

Na,HPO, 426 g
KH,PO, 2,72 g
Destilirana voda 1 liter

Raztopimo sestavine in preverimo pH. Pripravimo ustrezne alikvote.
Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.

Pri direktnem testu PCR je priporocljivo dodati 5 % polivinilpirolidona-40 000 MWT (PVP-40), da se zmanjsa pojavnost
inhibicije pomnoZevanja z aromatskimi molekulami v ekstraktu.

Pri postopku homogenizacije z uporabo mesalnika Waring ali Ultra Turrax za maceracijo tkivnih jeder krompirja je
priporocljivo dodati deflokulant, sredstvo proti penjenju ali antioksidant.

Kosmici Lubrol 0,5 g na liter
Protipenilno sredstvo DC silikon 1,0 ml na liter
Tetranatrijev pirofosfat 1,0 g na liter

Loceno avtoklaviramo. Dodamo do Zelene koncentracije.

Peletni pufer: 10 mM fosfatni pufer, pH 7,2

Ta pufer se uporablja za resuspendiranje in redcenje pelet stolonov krompirja.

Na,HPO,12H,0 27 g
NaH,PO,-2H,0 04 g
Destilirana voda 1 liter

Raztopimo sestavine in preverimo pH. Pripravimo ustrezne alikvote.

Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.
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Dodatek 3
Material za IF-test

Pufer IF: 10 mM fosfatni pufer s soljo (PBS), pH 7,2

Ta pufer se uporablja za redCenje antiserumov.

Na,HPO,12H,0 27 g
NaH,PO,-2H,0 04 g
NaCl 80 g
Destilirana voda 1 liter

Raztopimo sestavine in preverimo pH. Pripravimo ustrezne alikvote.

Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.

Pufer IF-Tween

Ta pufer se uporablja za spiranje objektnih stekelc. Pufru IF dodamo 0,1 % Tweena 20.

0,1 M glicerol s fosfatnim pufrom pH 7,6

Ta pufer se uporablja kot prekrivna tekocina na okencih objektnih stekelc IF, da se ojaci flourescenca.

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

Destilirana voda 1 liter
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Dodatek 4
Dolocanje stopnje okuzbe pri IF-testu

premer okenca Povrsina (s)
_ e

4
kjer je D = polja objektiva
kjer

je d = premer polja
Izra¢unamo d bodisi z direktnim merjenjem bodisi po naslednjih enacbah:

_omi?2
TG x4

kjer je i = koeficient polja (odvisen od vrste okularja in znasa od 8 do 24),
koeficient tubusa (1 ali 1,25),
G = povecava (100x, 40x itd.) objektiva.

~
1

S stetjem dolo¢imo Stevilo znacilnih fluorescentnih celic na polje (c).
Izracunamo Stevilo znacilnih fluorescentnih celic na okence (C).

C:CS—
s

Izra¢unamo $tevilo znacilnih fluorescentnih celic na ml pelete (N)
1000 ,
y

N = Cx

kjer je y = prostornina pelete na okencu,
F = faktor razredcitve pelete.
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Dodatek 5

Material za test ELISA

Karbonatni premazni pufer z dvojno koncentracijo, pH 9,6.

Na,CO, 6,36 g
NaHCO, 11,72 g
Destilirana voda 1 liter

Raztopimo sestavine in preverimo pH. Pripravimo ustrezne alikvote.

Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.

Ce ekstrakt vsebuje visoko §tevilo aromatskih molekul, lahko kot antioksidant dodamo toliko natrijevega sulfita, da bo

kon¢na koncentracija 0,2 %.

10x fosfatni pufer s soljo (PBS), pH 7,4

Na(Cl 80 g
KH,PO, 2
Na,HPO,12H,0 29 ¢
KCl 2g
Destilirana voda 1 liter

Raztopimo sestavine in preverimo pH. Pripravimo ustrezne alikvote.

Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.

Fosfatni pufer s soljo-Tween (PBS-T)

10x PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Destilirana voda 895 ml

Blokirni (protitelo) pufer (mora biti sveze pripravljen)

10x PBS 10 ml
Polivinilpirolidon-44000 MWT (PP- 20 g
44)

10 % Tween 20 05 ¢g
Mileko v prahu 05¢g
Destilirana voda do 100 ml

Raztopina substrata alkalne fosfataze, pH 9,8
Dietanolamin 97 ml

Destilirana voda 800 ml

Premesamo in s koncentrirano HCl uravnamo pHna 9,8.
Dopolnimo z destilirano vodo do enega litra.
Dodamo 0,2 g MgCl,.

Raztopimo dve 5-miligramski tableti fosfataznega substrata (Sigma) na 15 ml raztopine.
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Dodatek 6
Materiali za test PCR

Zaporedje zacetnega oligonukleotida

Zacetni oligonu- 5-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3
kleotid OLI-1

Zacetni oligonu- 5-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’
kleotid Y-2

Za material glej Seal et al (1993).

Dodatek 7

Material za testiranje z razmazom na selektivno gojisce in obogatitveni test

Selektivno goji§c¢e SMSA (Engelbrecht, 1994, kakor ga prilagaja Elphinstone et al., 1996), vendar brez agarja in

tetrozolijevih soli.

Osnovno gojisce

Kazaminske kisline (Difco) 1g
Pepton Bacto (Difco) 10 g
Glicerol 5 ml
Agar (Difco) 15 ¢
Destilirana voda 1 liter

Pripravimo po 1/2 litra gojis¢a v litrskih steklenicah.

Raztopimo sestavine in preverimo pH. Ce je potrebno, pred avtoklaviranjem prilagodimo pH na 6,5. Ralstonia solana-

cearum na gojis¢u s pH > 7,0 ne bo lepo rasla.
Steriliziramo v avtoklavu pri 121 °C 15 minut.
Ohladimo do 50 °C.

Dodamo naslednje sestavine (vse od Sigme), da dobimo dolocene koncne koncentracije:

Kristalvijoli¢no 5 mg na liter

Polimiksin B sulfat 100 mg na liter (priblizno 600 000 enot)
Bacitracin (¥) 25 mg na liter (priblizno 1250 enot)
Kloramfenikol 5 mg na liter

Penicilin-G 0,5 mg na liter (priblizno 825 enot)
Tetrazolijeve soli 50 mg na liter

Sestavine raztopimo v 70-odstotnem etanolu do navedenih koncentracij za koli¢ino pripravljenega gojisca. Nekaj

sestavin, npr. polimiksin B in kloramfenikol, je treba nekoliko segreti in pretresti.

Bujon SMSA (Elphinstone et al., 1996)
Pripravimo tako kot selektivno gojis¢e SMSA, vendar brez agarja.

Razdelimo na 3-mililitrske alikvote v 30-mililitrske epruvete Universal za enkratno uporabo.

(*) Ce se zdi potrebno, se lahko s povisanjem koncentracije bacitracina na 300 ppm zniza stevilo kuznih saprofitskih bakterij, ne da bi

se s tem zmanjSala zmoznost izolacije bakterije Ralstonia solanacearum.

Sigma P-1004
Sigma B-0125
Sigma C-3175
Sigma P-3032
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PRILOGA 111

1. Za vsak primer domnevnega pojava, pri katerem je bil s presejalnim testom dobljen pozitiven rezultat v skladu s
primerno metodo iz Priloge Il za navedeni rastlinski material ali s katero koli drugo uradno odobreno metodo v vseh
drugih primerih in se $e caka na potrditev ali ovrzbo domnevnega pojava z navedeno metodo, je treba obdrzati in
ustrezno konzervirati:

— kadar je le mogoce, partijo ali njen del (iz katerega je bil vzet vzorec) v originalni embalaZi z etiketo,
— kadar je le mogoce, preostali del vzorcev,
— ves preostali ekstrakt in dodatno pripravljeni material za presejalne teste, npr. imunofluorescencne preparate, in
— vso pripadajo¢o dokumentacijo,
do dokoncanja navedene metode.

2. V primeru potrjene okuzbe z organizmom je treba obdrzati in ustrezno konzervirati:
— material iz odstavka 1,

— vzorec okuZenega materiala paradiznika ali jajcevca, inokuliranega z ekstraktom gomoljev ali rastlin, kadar je to
ustrezno, in

— izolirano kulturo organizma,in sicer vsaj en mesec po postopku obvescanja iz ¢lena 5(2).
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PRILOGA IV

Elementi preiskave iz ¢lena 5(1)(a)(i), kadar je to primerno, vkljucujejo:
(i) mesta pridelave,

— Kjer se prideluje ali se je prideloval krompir, ki je klonsko soroden s krompirjem, za katerega je bilo ugotovljeno,
da je okuZen z organizmom,

— Kjer se prideluje ali se je prideloval paradiznik, ki je iz istega vira kot paradiznik, za katerega je bilo ugotovljeno,
da je okuZen z organizmom,

— Kjer se prideluje ali se je prideloval krompir ali paradiznik, ki je zaradi domnevnega pojava organizma pod
uradnim nadzorom,

— Kjer se prideluje ali se je prideloval krompir, klonsko soroden s krompirjem, ki je bil pridelan na mestih pride-
lave, za katera je bilo ugotovljeno, da so okuzena z organizmom,

— Kjer se prideluje krompir ali paradiznik in ki se nahajajo v bliZini okuZenih mest pridelave, vklju¢no s tistimi, ki
uporabljajo isto opremo in objekte, bodisi neposredno bodisi prek skupnega izvajalca,

— Kkjer se za namakanje ali Skropljenje uporablja povrsinska voda iz katerega koli vira, potrjeno ali domnevno
okuZenega z organizmom,

— Kkjer se za namakanje ali Skropljenje uporablja povrsinska voda iz vira, ki ga uporabljajo tudi mesta pridelave,
potrjeno ali domnevno okuZena z organizmom,

— ki so ali so bila poplavljena s povrsinsko vodo, potrjeno ali domnevno okuZeno z organizmom; in

(ii) povrsinsko vodo, ki se uporablja za namakanje ali skropljenje ali je poplavila polja ali mesta pridelave in je potrjeno
okuZena z organizmom.
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PRILOGA V

1. Elementi ugotavljanja obsega verjetne okuzbe iz ¢lena 5(1)(a)(iii) in 5(1)(c)(iii), kadar je to primerno, vkljucujejo:

— navedeni rastlinski material, pridelan na mestih pridelave, dolo¢enih za okuzene v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(ii),

— mesta pridelave, prek pridelave povezana z navedenim rastlinskim materialom, dolocenim za okuzenega v skladu

s ¢lenom 5(1)(a)(ii), vklju¢no s tistimi, ki uporabljajo isto pridelovalno opremo in objekte bodisi neposredno
bodisi prek skupnega izvajalca,

navedeni rastlinski material, ki je bil proizveden na mestih pridelave iz prejsnje alinee ali je bil na teh mestih
prisoten v Casu, ko je bil na mestih pridelave iz prve alinee prisoten navedeni rastlinski material, dolocen za
okuZzenega v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(ii),

skladisca, kjer se opravlja delo z navedenim rastlinskim materialom iz zgoraj navedenih mest pridelave,

katerikoli stroj, vozilo, posodo, skladisCe ali njihov del in katere koli druge predmete, vkljuéno s pakirnim mate-
rialom, ki so morda prisli v stik z navedenim rastlinskim materialom, dolo¢enim za okuzenega v skladu s ¢lenom

5(1)(a) i),

katerikoli navedeni rastlinski material, uskladis¢en ali v stiku s katerimi koli objekti ali predmeti, navedenimi v
prej$nji alinei, pred ¢iscenjem in razkuzevanjem teh objektov in predmetov,

na podlagi preiskave in testiranja iz ¢lena 5(1)(a)(i) pri krompirju gomolje ali rastline krompirja, sestrsko ali
starSevsko klonsko sorodne z navedenim rastlinskim materialom, ki je dolo¢en za okuzenega v skladu s ¢lenom
5(1)(a)(ii), ter pri paradizniku rastline paradiznika iz istega vira kot tak navedeni rastlinski material, za katere se
kljub morebitnemu negativnemu rezultatu testa na organizem zdi, da so verjetno okuzeni zaradi klonske pove-
zave,

mesta pridelave navedenega rastlinskega materiala iz prejsnje alinee,

mesta pridelave navedenega rastlinskega materiala, kjer se za namakanje ali $kropljenje uporablja voda, ki je bila
dolocena za okuzeno v skladu s ¢lenom 5(1)(c)(ii),

navedeni rastlinski material, proizveden na poljih, poplavljenih s povrinsko vodo, potrjeno okuzeno z organi-
zmom.

2. Dolotitev moznega Sirjenja v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(iv) in 5(1)(c(iii) vkljucuje:

(i) v primerih iz ¢lena 5(1)(a)(iv) upostevanje naslednjih elementov:

— blizina drugih mest pridelave, kjer se prideluje navedeni rastlinski material,
— skupno pridelavo in uporabo zalog semenskega krompirja,

— mesta pridelave, kjer se uporablja povriinska voda za namakanje ali $kropljenje navedenega rastlinskega mate-
riala, kadar obstaja ali je obstajala nevarnost povrsinskega odtekanja vode z mest pridelave, ki so dolocena za
okuZzena v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(ii), ali njihovega poplavljanja,

(ii) kadar je bila povrSinska voda dolo¢ena za okuzeno v skladu s ¢lenom 5(1)(c)(ii):

— mesta pridelave, kjer se proizvaja navedeni rastlinski material, ki mejijo na ali jih ogroza poplavljanje s
povrsinsko vodo, dolo¢eno za okuZeno,

— kakr$no koli zakljueno namakalno zajetje, povezano s povrsinsko vodo, ki je bila dolo¢ena za okuzeno.
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3. Podrobnosti obvestila iz prvega pododstavka ¢lena 5(2) vkljucujejo:

— datum prijave domnevnega pojava iz ¢lena 4 ter datum vzorcenja in potrditve navzo¢nosti organizma v skladu s
¢lenom 5, kakor je primerno,

— opis elementov ugotovljene okuzbe in razmejitve obmocij.

4. Podrobnosti dodatnega obvestila iz drugega pododstavka ¢lena 5(2) vkljucujejo:

— za katero koli posiljko ali partijo krompirja, ki je bila dolocena za okuzeno, spricevala, predpisana v ¢lenih 7 in 8
Direktive 77[93/EGS, Stevilko rastlinskega potnega lista ali registrsko Stevilko proizvajalcev krompirja, zbirnih
skladis¢ in odpremnih centrov, kadar je to primerno,

— za katero koli posiljko ali partijo rastlin paradiznika, ki je bila dolo¢ena za okuZzeno, spricevala, predpisana v
¢lenih 7 in 8 Direktive 77/93/EGS, in Stevilko rastlinskega potnega lista, v skladu s seznamom iz oddelka 1.2.2
dela A Priloge V k Direktivi 77/93[EGS,

— ime sorte in kategorijo pri zalogah semenskega krompirja in, kadar je to mogoce, tudi v ostalih primerih,

— vse druge informacije v zvezi s potrjenim izbruhom, ki jih lahko zahteva Komisija.
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PRILOGA VI

. Dolocbe, navedene v ¢lenu 6(1), so:

— sezig, ali

— uporaba za Zivalsko krmo po toplotni obdelavi, tako da ni nobene nevarnosti, da bi organizem prezivel, ali

— globoko zakopavanje na odlagalis¢u, kjer ni nevarnosti pronicanja na kmetijska zemljisca ali stika z vodnimi viri,
ki bi se lahko uporabili za namakanje kmetijskih zemljis¢, ali

— industrijska predelava z neposredno in takoj$njo dostavo v predelovalni obrat z uradno odobrenimi napravami za
odstranjevanje odpadkov, ki ustrezajo dolocbam iz Priloge VII k tej direktivi, ali

— drugi ukrepi, pod pogojem da dokazano ne predstavljajo nobene prepoznavne nevarnosti za Sirjenje organizma; o
taksnih ukrepih je treba takoj obvestiti Komisijo in druge drzave clanice.

. Ustrezna uporaba ali odstranitev navedenega rastlinskega materiala iz ¢lena 6(2) pod nadzorom pristojnih uradnih

organov zadevnih drzav ¢lanic, pri Cemer se pristojni uradni organi ustrezno obves¢ajo, da se zagotovi stalni nadzor,
in pristojni uradni organ drzave clanice, v kateri naj bi se krompir pakiral ali predelal, odobri naprave za odstranje-
vanje odpadkov iz prve in druge alinee, je:

(i) za gomolje krompirja:

— uporaba kot merkantilni krompir, namenjen za prehrano, pakiran na mestih z ustreznimi napravami za
odstranjevanje odpadkov, pripravljen in namenjen za neposredno dostavo in uporabo brez prepakiranja, ali

— uporaba kot merkantilni krompir, namenjen za industrijsko predelavo in za neposredno in takojsnjo dostavo
v predelovalni obrat z ustreznimi napravami za odstranjevanje odpadkov, ali

— drugacna uporaba ali odstranitev, pod pogojem da dokazano ne predstavlja nobene prepoznavne nevarnosti
za §irjenje organizma in da so to odobrili navedeni pristojni uradni organi. O taksnih ukrepih je treba takoj
obvestiti Komisijo in druge drzave ¢lanice.

(ii) za druge dele rastlin, vklju¢no z ostanki stebel in listov,
— uniCenje, ali

— drugacna uporaba ali odstranitev, pod pogojem da dokazano ne predstavlja nobene prepoznavne nevarnosti
za Sirjenje organizma; o taksnih ukrepih je treba obvestiti Komisijo in druge drzave ¢lanice.

. Ustrezni metodi razkuzevanja predmetov iz ¢lena 6(3) sta ¢isCenje in, kadar je to primerno, razkuZevanje, tako da ni

nobene prepoznavne nevarnosti za Sirjenje organizma, izvajata pa se pod nadzorom pristojnih uradnih organov drzav
¢lanic.

. Niz ukrepov, ki jih morajo izvesti drzave ¢lanice znotraj razmejenih obmocij, dolocenih v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(iv)

in (c)(iii), iz ¢lena 6(4) vkljucujejo naslednje:

4.1 Kadar so mesta pridelave dolocena za okuzena v skladu s clenom 5(1)(a)(ii):

(a) se na polju ali enoti pridelave zas¢itenega pridelka, doloceni za okuzeno v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(ii), bodisi
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(i) vsaj Stiri rastna leta, ki sledijo dolocitvi okuZzbe:

— izvajajo ukrepi za odstranjevanje krompirjevih in paradiznikovih samosevcev in drugih gostiteljskih

rastlin organizma, vklju¢no s plevelom iz druzine razhudnikovk, in

— ne sadjjo:

— gomolji ali rastline krompirja,

— rastline in semena paradizZnika,

— ob upostevanju biologije organizma,
— druge gostiteljske rastline,

— rastline iz rodu Brassica, pri katerih je ugotovljena nevarnost, da omogocajo preZivetje orga-
nizma,

— pridelki, pri katerih je ugotovljena nevarnost irjenja organizma;

v prvi sezoni pridelave krompirja ali paradiznika, ki sledi obdobju iz prejsnje alinee, in pod pogojem
da na polju najmanj dve zaporedni rastni leti pred sajenjem niso bili najdeni samosevci krompirja in
paradiznika ter drugih gostiteljskih rastlin, vklju¢no s plevelom iz druzine razhudnikovk,

— v primeru krompirja uradno certificirani semenski krompir sadi samo za merkantilno pridelavo,
in

— izvede uradna preiskava, vkljucno s testiranjem, kakor je opredeljeno v ¢lenu 2(1),

v sezoni pridelave krompirja ali paradiznika, ki ob upostevanju ustreznega kolobarja sledi sezoni iz
prej$nje alinee, v primeru krompirja uradno certificirani semenski krompir sadi bodisi za semensko
ali merkantilno pridelavo, v primeru krompirja in paradiznika pa izvede uradna preiskava, kakor je
opredeljeno v ¢lenu 2(1); bodisi

(ii) pet rastnih let, ki sledijo dolo¢itvi okuzbe,

— izvajajo ukrepi za odstranjevanje krompirjevih in paradiznikovih samosevcev ter drugih gostiteljskih

rastlin organizma, vklju¢no s plevelom iz druzine razhudnikovk, in

polje v prvih treh letih vzpostavi in vzdrzuje kot ledina, kot Zitno polje v skladu z ugotovljeno nevar-
nostjo, kot stalni pasnik s pogosto nizko kosnjo ali intenzivno paso, ali kot travnik za pridelavo
semena, cemur v naslednjih dveh letih sledi sajenje rastlin, ki niso gostiteljske rastline organizma in
za katere ni prepoznavne nevarnosti za preZivetje ali Sirjenje organizma,

— v prvi sezoni pridelave krompirja ali paradiznika, ki sledi obdobju iz prejsnje alinee,

— v primeru krompirja sadi uradno certificirani semenski krompir za semensko ali merkantilno
pridelavo,

in izvede uradna preiskava, vklju¢no s testiranjem, kakor je opredeljeno v ¢lenu 2(1);

(b) se na drugih poljih:

— v rastnem letu, ki sledi dolocitvi okuzbe:

— bodisi ne sadijo gomolji in rastline krompirja ali druge gostiteljske rastline in izvedejo ukrepi za

odstranjevanje krompirjevih in paradiznikovih samosevcev in drugih gostiteljskih rastlin, vklju¢no s
plevelom iz druzine razhudnikovk, kadar je to primerno, ali

— v primeru krompirjevih gomoljev lahko sadi uradno certificirani semenski krompir le za merkantilno

pridelavo, pod pogojem da se pristojnim uradnim organom dokaze, da je izklju¢ena nevarnost, pove-
zana s krompirjevimi in paradiznikovimi samosevci ter drugimi gostiteljskimi rastlinami organizma,
vkljuéno s plevelom iz druzine razhudnikovk. Rasto¢i nasad se pregleda v ustreznih casovnih
obdobjih, krompirjevi samosevci pa se testirajo na navzocnost organizma; pregledajo se tudi gomolji
krompirja po izkopu;
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— v prvem rastnem letu po letu iz prve alinee,

— v primeru krompirja sadi le uradno certificirani semenski krompir bodisi za semensko ali merkantilno
pridelavo,

— v vsaj drugem rastnem letu po letu iz prve alinee,

— v primeru krompirja sadi le uradno certificirani semenski krompir ali semenski krompir, pridelan pod
uradnim nadzorom iz uradno certificiranega semenskega krompirja, bodisi za semensko ali merkan-
tilno pridelave,

— v vsakem od rastnih let iz prej$njih alinej izvedejo ukrepi za odstranjevanje krompirjevih in paradizni-
kovih samosevcev in drugih gostiteljskih rastlin organizma, vklju¢no s plevelom iz druzine razhudnikovk,
ter uradna preiskava, kakor je opredeljeno v ¢lenu 2(1), kadar pa se semenski krompir posadi za pride-
lavo semena, se opravi e testiranje gomoljev;

(¢) se takoj po dolocitvi okuzbe v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(ii) in v vsakem naslednjem rastnem letu vse do
vklju¢no prve sezone pridelovanja, ko je dovoljena pridelava krompirja ali paradiznika na poljih, dolo¢enih
za okuZena, kakor je opredeljeno v odstavku (a):

— wvsi stroji in skladis¢ni prostori na mestu pridelave, ki so vkljuceni v pridelavo krompirja ali paradiznika,
odistijo in, kadar je to primerno, razkuzijo z uporabo ustreznih metod iz tocke 3,

— vpelje uradni nadzor namakalnih in $kropilnih programov, vklju¢no z njihovo prepovedjo, kadar je to
primerno, da se prepredi Sirjenja organizma;

(d) se na enoti pridelave zavarovanega pridelka, doloceni za okuZeno v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(ii), kjer je rastni
substrat mogoce v celoti zamenjati,

— ne sadijo gomolji in rastline krompirja ali druge gostiteljske rastline organizma, vklju¢no z rastlinami in
semenom paradiznika, razen ¢e so bili na navedeni enoti izvedeni uradno nadzorovani ukrepi za izkore-
ninjenje organizma in odstranitev vsega materiala gostiteljskih rastlin, vklju¢no z vsaj celotno zamenjavo
rastnega substrata ter o¢is¢enjem in, kadar je to ustrezno, razkuzitvijo navedene enote in vse opreme, ter
so nato pristojni uradni organi odobrili pridelavo krompirja ali paradiznika, in

— krompir prideluje iz uradno certificiranega semenskega krompirja, minigomoljev ali mikro-rastlin, pridob-
ljenih iz testiranih virov,

— vpelje uradni nadzor namakalnih in Skropilnih programov, vklju¢no z njihovo prepovedjo, kadar je to
primerno, da se prepredi Sirjenje organizma.

4.2 Znotraj razmejenega obmocja, brez poseganja v ukrepe iz 4.1, drzave clanice:

(a) takoj in nato $e vsaj tri rastna leta po dolocitvi okuzbe:

(aa) kadar je razmejeno obmogje doloceno v skladu s clenom 5(1)(a)(iv),

opravljajo delo z gomolji krompirja ali paradiznikom, vkljucno s posestvi, ki po pogodbi upravljajo
s stroji za pridelavo krompirja ali paradiznika,

— zahtevajo CiSCenje in, kadar je to primerno, razkuZevanje strojev in skladis¢ na tak$nih posestvih z
uporabo ustreznih metod iz tocke 3,
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— zahtevajo sajenje le uradno certificiranega semenskega krompirja ali semenskega krompirja, ki je bil
pridelan pod uradnim nadzorom, za celotno pridelavo krompirja znotraj tega obmogja ter testiranje
po spravilu semenskega krompirja, pridelanega na mestih pridelave, ki so bila dolocena za verjetno
okuzena v skladu s ¢lenom 5(1)(a)(iii),

— zahtevajo, da se na vseh posestvih na tem obmogju delo s spravljenim semenskim krompirjem
opravlja lo¢eno od dela z merkantilnim krompirjem,

— izvedejo uradno preiskavo iz ¢lena 2(1),

(ab) kadar je bila v skladu s ¢lenom 5(1)(c)(ii) povrsinske voda dolocena za okuzeno ali v skladu s tocko 2
Priloge V vkljucena med elemente moznega Sirjenja organizma,

— opravijo letno preiskavo v ustreznih ¢asovnih obdobjih, vklju¢no z vzoré¢enjem povrsinske vode in
ustreznih gostiteljskih rastlin iz druzine razhudnikovk iz primernih vodnih virov ter testiranjem v
skladu s
— primerno metodo iz Priloge II za navedeni rastlinski material, ali
— katero koli drugo uradno odobreno metodo v vseh drugih primerih,

— vpeljejo uradni nadzor namakalnih in $kropilnih programov, vklju¢no s prepovedjo uporabe vode,
ki je bila dolo¢ena za okuzeno, za namakanje in $kropljenje navedenega rastlinskega materiala in,
kadar je to primerno, drugih gostiteljskih rastlin organizma, da se prepreci Sirjenje organizma. Ta
prepoved se lahko revidira na podlagi rezultatov navedene letne preiskave,

— v primeru okuzZenih odpadnih voda vpeljejo uradni nadzor odstranjevanja odpadkov iz obratov za
industrijsko predelavo ali pakiranje, kjer se opravlja delo z navedenim rastlinskim materialom;

(b) izdelajo program, kadar je to primerno, za zamenjavo celotnih zalog semenskega krompirja v ustreznem
¢asovnem obdobju.
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PRILOGA VII

Uradno odobrene naprave za odstranjevanje odpadkov iz Cetrte alinee odstavka 1 Priloge VI morajo biti v skladu z

naslednjimi dolo¢bami zaradi preprecevanja nevarnosti Sirjenja organizma:

(i) odpadki iz predelave krompirja in paradiznika (vklju¢no z izlo¢enim krompirjem, olupki in paradiznikom) in kateri-
koli drugi trdni odpadki, povezani s krompirjem in paradiznikom, se odstranijo bodisi,

— tako da se globoko zakopljejo na odlagaliscu, kjer ni nobene nevarnosti pronicanja na kmetijska zemljisca ali
stika z vodnimi viri, ki bi se lahko uporabili za namakanje kmetijskih zemljis¢. Odpadki se prepeljejo neposredno
na odlagalis¢e v zaprtem sistemu, tako da ni nevarnosti izgube odpadkov, ali

— s sezigom;

(i) odpadne vode iz predelave: pred odstranitvijo se iz odpadnih vod, ki vsebujejo suspendirane trdne delce, ti delci

odstranijo s filtracijo ali postopkom posedanja. Ti trdni delci se nato odstranijo tako, kakor je doloceno v
pododstavku (i).

Odpadne vode se nato bodisi:
— pred odstranitvijo vsaj 30 minut segrevajo pri vsaj 70 °C, ali

— z uradno odobritvijo in pod uradnim nadzorom kako drugace odstranijo tako, da ni nobene nevarnosti, da bi
odpadki prisli v stik s kmetijskim zemljis¢em ali vodnimi viri, ki bi se lahko uporabili za namakanje kmetijskega
zemljis¢a. O podrobnostih v zvezi s tem se obvestijo druge drzave ¢lanice in Komisija.





