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DIRECTIVA 98/57/CE A CONSILIULUI
din 20 iulie 1998

privind controlul Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

CONSILIUL UNIUNII EUROPENE,

avand In vedere Tratatul de instituire a Comunitatii Europene, in special
articolul 43,

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

intrucat organismul daundtor Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al. a fost cunoscut pana acum sub denumirea de Pseudomonas sola-
nacearum (Smith) Smith; intrucat este posibil ca Ralstonia solana-
cearum (Smith) Yabuuchi et al. si devind denumirea general acceptatd
pentru organism; intrucit prezenta directiva ar trebui sd ia 1n calcul
aceasta evolutie stiintifica;

intrucat productia de cartofi si tomate ocupa un loc important in agri-
cultura Comunitatii; intrucdt randamentul cartofilor si tomatelor este
amenintat constant de organisme daunitoare;

intrucat prin protejarea culturilor de cartofi si tomate impotriva acestor
organisme daundtoare nu numai ca s-ar mentine capacitatea productiva,
dar ar creste si productivitatea agricold;

intrucdt masurile de protectie Impotriva introducerii de organisme
daundtoare pe teritoriul unui stat membru ar avea doar un efect
limitat dacd aceste organisme nu ar fi controlate simultan si metodic
in toatd Comunitatea si nu ar fi impiedicate sd se raspandeasca;

intrucat unul dintre organismele daunatoare pentru cartofi si tomate este
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., agentul patogen al
putregaiului brun al cartofului si al ofilirii bacteriene la cartofi si
tomate; intrucat in unele parti ale Comunitatii au avut loc izbucniri
ale maladiei cauzate de acest agent patogen si cd mai existd unele
surse limitate de infectie;

intrucat existd un risc considerabil pentru culturile de cartofi si tomate
din Comunitate dacd nu sunt luate masuri eficiente, in cazul acestor
culturi, de localizare a acestui organism si de determinare a distributiei
sale, pentru a preveni aparitia si raspandirea sa si, daca este gasit, pentru
a preveni raspandirea sa si pentru a-l controla in scopul eradicérii;

intrucat, pentru a asigura aceasta, trebuie luate anumite masuri in cadrul
Comunitétii; Intrucat statele membre trebuie, in plus, sa poatd lua masuri
suplimentare sau mai stricte dacd este necesar, cu conditia sd nu existe
bariere la circulatia cartofilor si tomatelor in cadrul Comunitatii, cu
exceptia celor stabilite in Directiva 77/93/CEE a Consiliului din 21
decembrie 1976 privind masurile de protectie impotriva introducerii in
Comunitate a organismelor daunitoare plantelor sau produselor din
plante si impotriva raspandirii lor in Comunitate (*); intrucit aceste
masuri trebuie notificate celorlalte state membre si Comisiei;

intrucat masurile trebuie sa tind cont de faptul ca sunt necesare anchete
oficiale sistematice pentru localizarea agentului patogen; intrucat aceste
studii ar trebui sd includa proceduri de inspectie si, dacd este cazul,
proceduri de prelevare de probe si de testare, dat fiind faptul cd in
anumite conditii de mediu maladia poate ramane in stare latentd si

(M) JO C 124, 21.4.1997, p. 12 si
JO C 108, 7.4.1998, p. 85.

(®» JO C 14, 19.1.1998, p. 34.

(3 JO C 206, 7.7.1997, p. 57.

(*) JO L 26, 31.1.1977, p. 20. Directiva astfel cum a fost modificatd ultima data
de Directiva 98/2/CE a Comisiei (JO L 15, 21.1.1998, p. 34).
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neobservata, atat in culturile in crestere de cartofi, cat si in tuberculii de
cartofi depozitati; intrucat raspandirea agentului patogen intr-o culturd in
crestere nu este factorul cel mai important, ci faptul ca agentul patogen
se poate raspandi prin apa de suprafatd si anumite plante silbatice
solanacee si, in consecintd, irigarea culturilor de cartofi si de tomate
cu apa contaminatd pare sa pund un risc de infectare a acestor culturi;
intrucat agentul patogen poate exista de asemenea pe perioada iernii in
plantele de cartofi sau tomate autoinsdmantate si acestea pot constitui o
sursd de infectie dintr-un sezon in urmatorul; intrucdt patogenul este
raspandit de asemenea prin contaminarea cartofilor prin contactul cu
cartofi infectati si prin contact cu echipamentul de plantare, recoltare
si manipulare sau cu containerele de transport sau depozitare care au
fost contaminate cu organismul printr-un contact anterior cu cartofi
infectati;

intrucat raspandirea agentului patogen poate fi redusa sau Impiedicata
prin decontaminarea acestor obiecte; intrucdt orice asemenea conta-
minare a cartofilor de samantd pune un risc major de raspandire a
agentului patogen; in mod similar, infectarea latentd a cartofilor de
samantd pune un risc major de raspandire a agentului patogen si
poate fi Tmpiedicata prin utilizarea cartofilor de samantd produsi intr-
un program aprobat oficial prin care cartofii au fost testati si gasiti
indemni de infectie;

intrucat cunostintele actuale cu privire la biologia si epidemiologia
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. in conditii europene
sunt incomplete si se anticipeazd necesitatea revizuirii dupa cateva
sezoane a masurilor propuse; in mod similar, tindnd cont de cercetarile
viitoare, se anticipeaza imbunatatiri ale procedurilor de testare in special

selectarii si standardizarii metodelor de testare disponibile optime;

intrucat, pentru determinarea detaliilor acestor masuri generale, precum
si a masurilor suplimentare sau mai stricte luate de catre statele membre
pentru impiedicarea introducerii agentului patogen pe teritoriul lor, este
de dorit ca statele membre sid coopereze indeaproape cu Comisia in
cadrul Comitetului fitosanitar permanent (in continuare denumit
»comitet”),

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Articolul 1

Prezenta directivd se referd la masurile care urmeaza sa fie luate de
statele membre Impotriva Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al., cunoscut anterior sub denumirea de Pseudomonas solanacearum
(Smith) Smith, (in continuare denumit ,organism”), cu privire la
plantele gazda ale organismului enumerate in anexa I, sectiunea 1 (in
continuare denumite ,,material vegetal enumerat”), in scopul de:

(a) a-l localiza si a-i determina distributia;
(b) a-i preveni aparitia si raspandirea si

(c) a-i Tmpiedica raspandirea si a-1 controla in scopul eradicarii, daca
este gasit.

Articolul 2

(1)  Statele membre desfasoard anchete oficiale sistematice anuale
pentru organism asupra materialului vegetal enumerat originar din teri-
toriul lor. In scopul identificarii altor posibile surse de contaminare care
amenintd productia materialului vegetal enumerat, statele membre efec-
tueazd o evaluare a riscului si, cu exceptia cazului in care in timpul
evaluarii nu se identificd un risc de raspandire a organismului,
desfasoara, in zonele de productie ale materialului vegetal enumerat,
anchete oficiale orientate pentru detectarea organismului asupra altor
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plante decat materialul vegetal enumerat, inclusiv asupra plantelor gazda
solanacee salbatice, ca si asupra apei de suprafatd utilizate pentru
irigarea sau stropirea materialului vegetal enumerat si asupra deseurilor
lichide deversate de instalatiile de prelucrare sau ambalare industriald
care manipuleaza materialul vegetal enumerat si utilizate pentru irigarea
sau stropirea materialului vegetal enumerat. Amploarea acestor anchete
orientate se determind 1n conformitate cu riscul identificat. Statele
membre pot de asemenea sda desfigoare anchete oficiale pentru
detectarea organismului asupra materialelor, cum ar fi mediul de
cultura, solul si deseurile solide din instalatiile de prelucrare industriala
sau de ambalare.

(2)  Anchetele oficiale prevazute la alineatul (1) sunt efectuate:

(a) asupra materialului vegetal enumerat, in conformitate cu detaliile
stabilite n anexa II, sectiunea II, punctul 1;

(b) asupra plantelor gazda, altele decat materialul vegetal enumerat, si
asupra apei, inclusiv deseurile lichide, in conformitate cu metodele
corespunzatoare si, dacd este cazul, sunt prelevate mostre si sunt
supuse testarilor de laborator oficiale sau avizate oficial;

(c) acolo unde este cazul, asupra altor materiale, in conformitate cu
metodele corespunzatoare.

Pentru aceste anchete, detaliile suplimentare cu privire la procedurile de
inspectie si numadrul, originea, stratificarea si momentul colectarii
mostrelor sunt decise de catre organismele oficiale in sensul Directivei
77/93/CEE in baza unor principii stiintifice si statistice sanatoase si pe
biologia organismului si ludnd in considerare in statul membru in cauza
sistemele specifice de productie ale materialului vegetal enumerat si,
daca este cazul, ale altor plante gazda ale organismului.

(3) Detaliile si rezultatele anchetelor oficiale prevazute la alineatul
(1) sunt notificate anual celorlalte state membre si Comisiei, in confor-
mitate cu dispozitiile anexei I, sectiunea II, punctul 2. Aceste notificari
sunt prezentate pana la 1 iunie cu exceptia cartofilor utilizati ca saméanta
obtinuti pe propria exploatatie pentru care notificarea este prezentata
pand la 1 septembrie. Detaliile si rezultatele pentru recolte se refera la
productia anului precedent. Detaliile acestor prezentari pot fi prezentate
comitetului.

(4) Se adoptd urmatoarea dispozitie in conformitate cu procedura
stabilitd la articolul 16a din Directiva 77/93/CEE:

— metodele corespunzitoare pentru anchete si pentru testdrile de
laborator prevazute la alineatul (2), primul paragraf, litera (b).

(5) Urmatoarele dispozitii pot fi adoptate in conformitate cu
procedura stabilitd la articolul 16a din Directiva 77/93/CEE:

— metodele corespunzatoare pentru anchetele prevazute la alineatul (2),
primul paragraf, litera (c);

— detalii ulterioare ale anchetelor prevazute la alineatul (2), al doilea
paragraf in vederea asigurarii unor niveluri comparabile de asigurare
intre statele membre.

Articolul 3

Statele membre se asigurd cd aparitia suspectatd sau prezenta confirmata
a organismului pe teritoriul lor este raportata catre propriile organisme
oficiale responsabile.

Articolul 4

(1)  in fiecare caz de aparitie suspectatd, organismele oficiale respon-
sabile ale statului membru sau statelor membre in cauza asigurda efec-
tuarea testarii de laborator oficiale sau avizate oficial utilizand pentru
materialul vegetal enumerat metoda relevantd stabilitd in anexa II si in
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conformitate cu conditiile specificate in anexa III punctul 1 sau, in toate
celelalte cazuri, orice altd metoda aprobatd oficial in scopul confirmarii
sau infirmarii aparitiei suspectate. In cazul confirmarii se aplica cerintele
stabilite in anexa III, punctul 2.

(2) In asteptarea confirmdrii sau infirmarii unei aparitii suspectate in
conformitate cu alineatul (1), In fiecare caz de aparitie suspectatd in
care:

(1) au fost vazute simptomele de diagnostic ale maladiei cauzate de
organism si s-a obtinut un rezultat pozitiv in testul(ele) de triere
rapida specificat(e) in anexa II, sectiunea I, punctul 1 si sectiunea II
sau

(i1) s-a obtinut un rezultat pozitiv in testul(ele) de triere specificat(e) in
anexa II, sectiunea I, punctul 2 si sectiunea III,

organismele responsabile din statele membre, In functie de productia
proprie:

(a) interzic circulatia plantelor si tuberculilor din toate recoltele, loturile
sau transporturile din care provin esantioanele, cu exceptia celor
controlate de acestea si cu conditia s se fi stabilit cd nu existd
vreun risc identificabil de raspandire a organismului;

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

(c) introduc masuri de precautie suplimentare corespunzatoare bazate pe
nivelul de risc estimat, in special in legaturd cu productia mate-
rialului vegetal enumerat si cu circulatia loturilor de cartofi de
samanta, altele decat cele prevazute la litera (a), produse la locul
de productie de unde s-au luat esantioanele prevazute la litera (a), in
scopul prevenirii oricarei raspandiri a organismului.

(3) in acele cazuri de aparitie suspectatd in care existd riscul conta-
mindrii materialului vegetal enumerat sau a apei de suprafatd dintr-un
sau intr-un alt stat membru, statul membru in care a fost raportata
aparitia suspectd notificd imediat, in conformitate cu riscul identificat,
detaliile respectivei aparitii suspecte celuilalt sau celorlalte state membre
in cauza si existd o cooperare corespunzitoare intre respectivele state
membre. Statul sau statele membre astfel notificate introduc masuri de
precautie In conformitate cu alineatul (2) litera (c) si iau orice masuri
ulterioare corespunzatoare, in conformitate cu alineatele (1) si (2).

(4) Urmatoarea dispozitie poate fi adoptatd in conformitate cu
procedura stabilitd la articolul 16a din Directiva 77/93/CEE:

— masurile prevazute la alineatul (2) litera (c).

Articolul 5

(1)  in cazul in care testarea de laborator oficiald sau avizati oficial
care utilizeaza, pentru materialul vegetal enumerat, metoda relevanta
stabilitd in anexa II sau, in toate celelalte cazuri, orice altd metoda
aprobatd oficial confirmad prezenta organismului intr-o proba prelevata
in conformitate cu prezenta directivd, organismele oficiale responsabile
ale unui stat membru, avand in vedere principii stiintifice sanatoase,
biologia organismului si productia specifici, comercializarea si
sistemele de prelucrare ale plantelor gazda ale organismului in acest
stat membru:

(a) pentru materialul vegetal enumerat:

(1) deschid o investigatie pentru determinarea amplorii si sursei
sau surselor primare ale contamindrii in conformitate cu dispo-
zitille anexei IV, cu testari ulterioare 1n conformitate cu
articolul 4 alineatul (1) cel putin asupra tuturor stocurilor de
cartofi de simanta legate prin clonare;

(i1) desemneaza drept contaminat materialul vegetal enumerat,
transportul si/sau lotul din care s-a luat proba si utilajele,
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vehiculul, vasul, depozitul sau unitati ale acestora si orice alte
obiecte, inclusiv materialul de ambalare care a venit in contact
cu materialul vegetal enumerat din care a fost luatd proba; de
asemenea desemneaza ca fiind contaminate, daca este cazul,
campul sau campurile, unitatea sau unitatile de productie de
culturi protejate si locul sau locurile de productie de unde s-a
recoltat materialul vegetal enumerat si din care a fost luata
proba; si pentru acele probe luate in sezonul de crestere,
desemneaza ca fiind contaminate campul sau campurile,
unitatea sau unitatile de productie de culturi protejate si
locurile de productie din care a fost luata proba;

(iii) determind, in conformitate cu dispozitiile anexei V punctul 1,
amploarea contaminarii probabile prin contact inainte sau dupa
recoltare, prin legaturi de productie, irigare sau pulverizare sau
printr-o relatie clonala cu contaminarea desemnata si

(iv) marcheaza o zond pe baza desemnarii contamindrii in confor-
mitate cu punctul (ii), determinarii amplorii contamindrii
probabile in conformitate cu punctul (iii) si raspandirii
posibile a organismului in conformitate cu dispozitiile din
anexa V punctul 2 (i);

(b) pentru culturile de plante gazda, altele decat cele mentionate la litera
(a), unde productia de material vegetal enumerat este identificatd ca
fiind supusa riscului:

(1) deschid o investigatie in conformitate cu litera (a) punctul (i);

(i) desemneaza drept contaminate plantele gazda ale organismului
de la care a fost luatd proba si

(iii) determind contaminarea probabilda si marcheazd o zond in
conformitate cu litera (a), punctul (iii) si respectiv punctul
(iv) in legaturd cu productia de material vegetal enumerat;

(c) pentru apa de suprafatd (inclusiv deseurile lichide deversate de
instalatiile de prelucrare industriald sau de ambalare care mani-
puleazd materialul vegetal enumerat) si plantele gazda solanacee
sélbatice, acolo unde productia materialului vegetal enumerat este
identificatd ca fiind supusd riscului prin irigatie, stropire sau
inundare cu apa de suprafata:

(1) deschid o investigatie incluzdnd o ancheta oficiala in perioade
corespunzatoare asupra probelor de apa de suprafatd si, daca
existd, asupra plantelor gazda solanacee salbatice pentru
stabilirea amplorii contaminarii;

(i1) desemneaza ca fiind contaminatd apa de suprafatd din care a
fost luatd proba sau au fost luate esantioanele, In masura cores-
punzatoare si in baza investigatiilor facute in conformitate cu
punctul (i) si

(iif) determind contaminarea probabild si demarcheazd o zond in
baza desemnarii contamindrii in conformitate cu punctul (ii)
si a posibilei raspandiri a organismului tindnd cont de dispo-
zitiile din anexa V punctele 1 si 2 (ii).

(2) Statele membre notifici imediat celorlalte state membre si
Comisiei, in conformitate cu dispozitiile din anexa V punctul 3 cu
privire la orice contaminare desemnatd in conformitate cu alineatul (1)
litera (a) punctul (ii) si alineatul (1) litera (c) punctul (ii) si cu privire la
detaliile demarcdrii zonei in conformitate cu alineatul (1) litera (a)
punctul (iv) si, dacd este cazul, In conformitate cu alineatul (1) litera
(c) punctul (iii). Detaliile notificarii in conformitate cu prezentul alineat
pot fi prezentate comitetului.

Statele membre prezintd in acelasi timp comitetului notificarea supli-
mentard stabilitd in anexa V punctul 4. Detaliile notificarii in confor-
mitate cu prezentul paragraf sunt prezentate imediat membrilor comi-
tetului.
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(3) In urma informdrii in conformitate cu alineatul (2) si a
elementelor mentionate in acesta, celelalte state membre vizate in noti-
ficare deschid o investigatie in conformitate cu alineatul (1), litera (a)
punctul (i) si, dacd este cazul, alineatul (1) litera (c) punctul (i) si iau
actiuni ulterioare, dupa caz, in conformitate cu alineatele (1) si (2).

Articolul 6

(1)  Statele membre prescriu faptul ca materialul vegetal enumerat
desemnat ca fiind contaminat in conformitate cu articolul 5 alineatul
(1) litera (a) punctul (ii) nu poate fi plantat si cd in baza controlului
si aprobarii organismelor lor responsabile oficiale este supus uneia
dintre dispozitiile din anexa VI punctul 1, astfel incat sa fie garantata
inexistenta vreunui risc identificabil de raspandire a organismului.

(2)  Statele membre prescriu faptul cd materialul vegetal enumerat
desemnat ca fiind probabil contaminat in conformitate cu articolul 5
alineatul (1) litera (a) punctul (iii) si litera (c¢) punctul (iii), inclusiv
materialul vegetal enumerat pentru care a fost identificat un risc,
produs in locuri de productie determinate ca probabil contaminate in
conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (iii) nu poate fi
plantat si, sub controlul organismelor oficiale responsabile ale acestora,
este utilizat sau eliminat corespunzitor, dupa cum se specifica in anexa
VI punctul 2, astfel incat si se stabileasca faptul ca nu existd nici un risc
identificabil de raspandire a organismului.

(3) Statele membre prescriu faptul ca orice utilaj, vehicul, vas,
depozit sau unitdti ale acestora si orice alte obiecte, inclusiv material
de ambalare desemnat ca fiind contaminat in conformitate cu articolul 5
alineatul (1) litera (a) punctul (ii) sau determinat ca fiind probabil
contaminat in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a)
punctul (iii) si litera (c¢) punctul (iii), este distrus sau decontaminat
utilizind metodele corespunzatoare specificate in anexa VI punctul 3.
Dupa decontaminare nici un astfel de obiect nu mai este considerat ca
fiind contaminat.

(4) Fara sa aduca atingere masurilor puse in aplicare in conformitate
cu alineatele (1), (2) si (3), statele membre prescriu faptul ca sunt puse
in aplicare o serie de masuri specificate la punctele 4.1 si 4.2 din anexa
VI in zona demarcatd in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera
(a) punctul (iv) si litera (c) punctul (iii). Detalii cu privire la aceste
masuri sunt notificate anual celorlalte state membre si Comisiei.
Detaliile cu privire la aceastd notificare pot fi prezentate comitetului.

Articolul 7

(1)  Statele membre prescriu faptul cd respectivii cartofi de saméanta
indeplinesc cerintele Directivei 77/93/CEE si deriva in linie directd din
material de cartofi obtinut in cadrul unui program aprobat oficial care a
fost declarat ca fiind indemn cu organismul intr-o testare oficiala sau
avizata oficial, utilizind metoda relevanta stabilita in anexa II.

Testarea mentionatd anterior este efectuatd de citre un stat membru:

(a) in cazurile in care a fost confirmati depistarea organismului in
productia proprie de cartofi de samanta:

(1) prin testarea inmultirilor anterioare, inclusiv selectia clonala
initiald si testarea sistematica a clonelor de cartofi de samanta
de baza sau

(i1) in cazurile in care s-a stabilit ca nu existd nici o relatie clonala,
prin testarea tuturor clonelor de cartofi de samanta de baza sau
a Inmultirilor anterioare, inclusiv selectia clonald initiald si

(b) in alte cazuri, pe fiecare plantd a selectiei clonale initiale sau pe
esantioane reprezentative de cartofi de saimanta de baza sau inmultiri
anterioare.
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(2) Urmatoarele dispozitii pot fi adoptate in conformitate cu
procedura stabilitd la articolul 16a din Directiva 77/93/CEE:

— normele de aplicare a alineatului (1), al doilea paragraf, litera (a);

— regulile privind esantioanele reprezentative prevazute la alineatul (1),
al doilea paragraf, litera (b).

Articolul 8

Statele membre interzic detinerea si manipularea organismului.

Articolul 9

Fara sda aduca atingere dispozitiilor Directivei 77/93/CEE, statele
membre pot autoriza derogari de la masurile prevazute in articolele 6
si 8 din prezenta directivd, in conformitate cu dispozitiile Directivei
95/44/CE (') privind scopurile experimentale sau stiintifice si munca
de selectie a soiurilor.

Articolul 10

Statele membre pot adopta In privinta propriei productii masuri supli-
mentare sau mai stricte cerute pentru combaterea organismului sau
pentru a-i preveni raspandirea, in masura in care sunt in conformitate
cu dispozitiile Directivei 77/93/CEE.

Detaliile acestor masuri sunt notificate celorlalte state membre si
Comisiei. Detaliile acestei notificari pot fi prezentate comitetului.

Articolul 11

Modificarile la anexele la prezenta directivd ce urmeaza si fie facute
tindnd cont de evolutia cunostintelor stiintifice sau tehnice sunt adoptate
in conformitate cu procedura stabilitd la articolul 16a din Directiva
77/93/CEE. In cazul metodelor stabilite in anexa II si a masurilor din
alineatele (4.1) si (4.2) din anexa VI la prezenta directivd, Comisia
pregateste un raport de examinare a acestor metode si masuri tinand
cont de experienta castigatd, iar raportul este prezentat comitetului
inainte de 1 ianuarie 2002.

Articolul 12

(1)  Statele membre pun in aplicare actele cu putere de lege si actele
administrative necesare pentru a se conforma prezentei directive cu efect
de la 21 august 1999. Statele membre informeaza de indatd Comisia cu
privire la aceasta.

Atunci cand statele membre adopta aceste acte, ele contin o trimitere la
prezenta directivd sau sunt insotite de o asemenea trimitere la data
publicarii lor oficiale. Statele membre stabilesc modalitatea de
efectuare a acestei trimiteri.

(2) Comisiei 1i sunt comunicate de catre statele membre textele
dispozitiilor de drept intern pe care le adoptd in domeniul reglementat
de prezenta directivd. Comisia informeaza celelalte state membre cu
privire la aceasta.

Articolul 13

Prezenta directiva intrd in vigoare la data publicarii in Jurnalul Oficial
al Comunitatilor Europene.

(") JO L 184, 3.8.1995, p. 34. Directiva astfel cum a fost modificatd ultima data
de Directiva 97/46/CE a Comisiei (JO L 204, 31.7.1997, p. 43).



1998L0057 — RO — 30.07.2006 — 001.001 — 9

Articolul 14

Prezenta directiva se adreseaza statelor membre.
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ANEXA 1

SECTIUNEA 1

Lista plantelor gazda ale Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

prevazute in articolul 1

Plante (inclusiv tuberculi), altele decat seminte propriu-zise de Cartof
Sonanum tuberosum L.

Plante, altele decat fructe si seminte de Lycopersicon lycopersicum Tomate
(L.) Karsten ex Farw.

SECTIUNEA 1II

Anchete

1. Anchetele oficiale prevazute la articolul 2, alineatul (2), litera (a) se bazeaza
pe biologia organismului si pe sistemele de productie specifice din statul
membru in cauza si cuprind:

(i) in cazul cartofului:

in perioade corespunzitoare, inspectia vizuald a culturii in crestere si/
sau prelevarea de esantioane atdt de cartofi de samanta, cat si de alte
tipuri de cartofi in sezonul de crestere sau depozitati. Aceste esan-
tioane sunt supuse unei inspectii vizuale oficiale sau avizate oficial
prin taierea tuberculilor si

in cazul cartofilor de samanta si, daca este cazul, pentru alte tipuri de
cartofi o testare de laborator oficiald sau avizatd oficial utilizdnd
metoda stabilitd in anexa II;

(i1) in cazul tomatelor:

inspectia vizuald, in perioade corespunzatoare, cel putin a culturii in
crestere de plante destinate replantérii in scop profesional.

2. Notificarea anchetelor oficiale prevazute in articolul 2 alineatul (3) include:

(1) in cazul anchetelor asupra cartofilor:

(i) in

suprafata totald estimatd cultivatd, in hectare, a cartofilor de samanta
si a altor tipuri de cartofi;

stratificarea pe categorii de seminte si de productie marfa si, daca
este cazul, pe regiune;

numarul si perioada de prelevare a esantioanelor luate pentru testare;
numarul inspectiilor vizuale de pe teren;

numarul (si dimensiunea esantionului) de inspectii vizuale asupra
tuberculilor;

cazul anchetelor cel putin asupra culturii in crestere de plante de

tomate destinate replantarii in scop profesional:

numarul total estimat de plante;

numdrul inspectiilor vizuale;

(iii) in cazul anchetelor asupra plantelor gazda, altele decat cartofi si tomate,
inclusiv plante gazda solanacee salbatice:

speciile;
numarul si perioada esantioanelor prelevate;
zona/rdul esantionat, daca este cazul,

metoda de analizi;

(iv) in cazul anchetelor asupra apei si deseurilor lichide deversate din insta-
latiile de prelucrare industriald sau de ambalare:

numarul si perioada ludrii probelor;
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— zona/raul/situarea instalatiilor esantionate, dacd este cazul,

— metoda de analiza.
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ANEXA 11

PROTOCOL DE TESTARE PENTRU DIAGNOSTICAREA,
DETECTAREA SI IDENTIFICAREA RALSTONIA SOLANACEARUM
(SMITH) YABUUCHI ET AL.

DOMENIUL DE APLICARE AL PROTOCOLULUI DE TESTARE

Protocolul prezentat in continuare descrie diversele etape care trebuie urmate
pentru:

(i) diagnosticarea ofilirii bacteriene la tuberculii de cartof si la plantele gazda de
cartof si tomate, precum si la alte cateva plante gazda;

(ii) detectarea Ralstonia solanacearum in esantioanele de tuberculi de cartof, de
cartof de samantd, tomate si alte plante gazda, in apa sau in sol;

(iii) identificarea Ralstonia solanacearum (R. solanacearum).

CUPRINS
Principii generale
SECTIUNEA I Aplicarea protocolului de testare

1. Procedura de detectare pentru diagnosticarea ofilirii bacteriene
(R. solanacearum) la tuberculii de cartof si la plantele de cartof
si tomate sau la alte plante gazda care prezintd simptome de
ofilire bacteriana

2. Procedura pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in
esantioanele de tuberculi de cartof asimptomatici

3. Procedura pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in
esantioanele de cartof de samanta si de tomata sau alte plante
gazdd asimptomatice

SECTIUNEA 1I: Metode detaliate pentru detectarea R. solanacearum in tuberculii de
cartof, plantele gazda de cartof si de tomatd sau alte plante gazda care
prezinta simptome de ofilire bacteriana

1. Simptome

2 Teste de selectie rapida

3. Procedura de izolare

4 Teste de identificare a R. solanacearum

SECTIUNEA III: 1. Metode detaliate pentru detectarea si identificarea R. solana-
cearum 1n esantioanele de tuberculi de cartof asimptomatici

1.1. Pregatirea esantionului
1.2. Teste

2. Metode detaliate pentru detectarea si identificarea R. solana-
cearum in esantioanele de plante gazda de cartof si tomata sau
alte plante asimptomatice

2.1. Pregatirea esantionului
2.2. Teste
SECTIUNEA IV: 1. Procedura pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in
apa
2. Metode pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in
apa
2.1. Pregatirea esantionului
2.2. Teste
SECTIUNEA V: 1. Procedura pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in
sol
2. Metode pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in
sol
2.1. Pregatirea esantioanelor
2.2. Teste

SECTIUNEA VI Protocoale optimizate pentru detectarea si identificarea R. solanacearum
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Diagnostic si teste de detectare

1.
2.

9.

Testul eliminarii exsudatului bacterian din tulpina

Detectarea granulelor de poli-B-hidroxibutirat
(PHB)

Testul de sero-aglutinare
Izolarea selectiva
4.1. Testul de insamantare pe medii selective
4.2. Procedura de imbogiatire
Testul de imunofluorescenta (testul IF)
Testul de reactie in lant a polimerazei (testul PCR)
6.1. Metode de purificare a ADN
(a) Metoda Pastrik (2000)
(b) Alte metode

6.2. PCR
6.3. Analiza produsului PCR
Testul FISH

Testele ELISA

(a) ELISA indirect
(b) DAS-ELISA
Testul biologic

Teste de identificare

Nk wDd

Testele de identificare nutritionald si enzimatica
Testul IF

Testul ELISA

Testul PCR

Testul FISH

Testul de profil al acizilor grasi (FAP)
Metodele de caracterizare a susei

7.1. Determinarea biovarului

7.2. Amprenta genomicd

7.3. Metodele PCR

Test de confirmare

Apendicele 1 ~ Laboratoarele care practica optimizarea si

validarea protocoalelor

Apendicele 2 Mediile de izolare si de cultura a R.

solanacearum

Apendicele 3 (A) Materialul de control standardi-

zat disponibil in comert

B) Pregatirea controalelor

Apendicele 4  Tampoanele pentru procedurile de testare

Apendicele 5 Stabilirea gradului de contaminare la

testele IF si FISH

Apendicele 6 Protocoalele PCR si reactivii validati

Apendicele 7 Reactivi validati pentru testul FISH

Apendicele §  Conditii de cultura pentru tomate si vinete

Bibliografie



1998L.0057 — RO — 30.07.2006 — 001.001 — 14

PRINCIPII GENERALE

Protocoalele optimizate pentru diversele metode, reactivii validati si detaliile
pregatirii materialului necesar pentru teste si controale figureazd in apendice. O
listd a laboratoarelor retinute pentru optimizarea si validarea protocoalelor este
prevazuta in apendicele 1.

Dat fiind faptul ca protocoalele implicd detectarea unui organism daunator care
trebuie pus sub carantind si includ utilizarea culturilor viabile de R. solana-
cearum, in calitate de material de control, este necesard aplicarea procedurilor
in conditii de carantind corespunzitoare care prevad instalatii adecvate de
eliminare a deseurilor si in conditii de existentd a unor licente corespunzitoare
eliberate de catre autoritatile oficiale de carantina.

Parametrii testelor trebuie sa garanteze o detectare coerentd si reproductibild a
nivelurilor de R. solanacearum la pragurile stabilite prin metodele selectionate.

Pregatirea exactda a controalelor pozitive este imperativa.

Efectuarea testelor in conformitate cu pragurile impuse implicd, de asemenea,
stabilirea parametrilor corecti, intretinerea si calibrarea echipamentelor, mani-
pularea si pastrarea corectd a reactivilor si toate masurile menite sd impiedice
contaminarea intre esantioane, de exemplu, separarea controalelor pozitive si a
esantioanelor testelor. Trebuie aplicate standarde de control de calitate pentru a
evita erori administrative si de alt gen, in special in ceea ce priveste etichetarea si
documentarea.

O aparitie suspecta, in sensul articolului 4 alineatul (2) din Directiva 98/57/CE,
implica un rezultat pozitiv al testelor de diagnostic sau de selectie realizate asupra
unui esantion in conformitate cu diagramele functionale prezentate in continuare.
Un prim test de selectie pozitiv (test IF, PCR/FISH, izolare selectivd) trebuie
confirmat de un al doilea test de selectie bazat pe un alt principiu biologic.

in cazul in care primul test de selectie este pozitiv, se suspecteazi o contaminare
cu R. solanacearum si trebuie efectuat al doilea test de selectie. in cazul in care
al doilea test de selectie este pozitiv, presupunerea se confirmd (aparitie
suspectatd) si trebuie continuate testele in conformitate cu procedura. In cazul
in care al doilea test de selectie este negativ, esantionul este considerat necon-
taminat cu R. solanacearum.

Prezenta confirmata mentionata la articolul 5 alineatul (1) din Directiva 98/57/CE
implica izolarea si identificarea unei culturi pure de R. solanacearum cu
confirmarea patogenitatii.

SECTIUNEA 1

APLICAREA PROTOCOLULUI DE TESTARE

1) Procedura de detectare pentru diagnosticarea ofilirii bacteriene
(Ralstonia solanacearum) la tuberculii de cartof si la plantele
gazda de cartof si tomata sau la alte plante gazda care prezinta
simptome de ofilire bacteriana

Protocolul de testare este destinat tuberculilor de cartof si plantelor cu
simptome tipice sau suspecte de ofilire bacteriana. Presupune un test de
selectie rapida, izolarea agentului patogen din tesutul vascular infectat
pe un mediu (selectiv) si, in cazul unui rezultat pozitiv, identificarea
culturii ca fiind Ralstonia solanacearum.
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Tubercul(i) de cartof(i) sau planti (plante) gazdi de cartofi, tomate sau alte plante gazd3 care prezinti simptome
suspecte de ofilire bacteriani (1)

TESTE DE SELECTIE RAPIDA ()
A se efectua cel putin unul dintre urmitoarele teste pentru

un diagnostic prezumtiv:

<> — test de eliminare a exsudatului din tesutul vascular al tulpinii (3)
— test de detectare a granulelor de poli-B-hidroxibutirat (%)

— teste de sero-aglutinare (%)

— Test IF (%) [test FISH (") | test ELISA (8) / test PCR (%}

TEST DE IZOLARE ()

Colonii cu morfologie tipica ()

R. solanacearum nedetectat

esantion necontaminat cu
R. solanacearum

[ Purificare prin subculturd )

( TESTE DE IDENTIFICARE (13) )—#—( TEST DE PATOGENITATE (1) ]

Cele doui teste confirmi o culturd purd de R. solanacearum

Esantion necontaminat cu
R. solanacearum

Esantion contaminat cu R. solanacearum
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9
")
)

o]

"

Descrierea simptomelor este previizut3 la secfiunea IL1.

Testele de selectie rapidd usureazi diagnosticul prezumtiv, dar nu sunt esentiale. Un rezultat negativ nu garanteazi intotdeauna absenta agentului patogen.
Testul de eliminare a exsudatului din tesutul vascular al tulpinii este descris in sectiunea VI.A.1.

Testul de detectare a granulelor de poli--hidroxibutirat in celulele bacteriene este descris in secfiunea VLA 2.

Testele de sero-aglutinare asupra exsudatului bacterian sau a extraselor din fesuturile simptomatice sunt descrise in sectiunea VL.A.3.

Testul IF asupra exsudatului bacterian in suspensie in api sau asupra extraselor din fesuturi simptomatice este descris in sectiunea VLA.5.
Testul FISH asupra exsudatului bacterian in suspensie in ap sau asupra extraselor din fesuturi simptomatice este descris in sectiunea VLA.7.
Testul ELISA asupra exsudatului bacteian in suspensie in api sau asupra extraselor din fesuturi simptomatice este descris in secfiunea VI.A.8.
Testul PCR asupra exsudatului bacterian in suspensie in ap sau asupra extraselor din tesuturi simptomatice este descris in sectiunea VLA.6.

In general, agentul patogen se izoleazi usor din materialul vegetal simptomatic prin diluare sau insimantare pe mediul nutritiv (sectiunea IL.3).
Morfologia coloniei tipice este descrisi in sectiunea IL3.d.

Cultivarea risci si esueze in stadiile avansate de infectare din cauza concurentei sau a inmultirii bacteriilor saprofite. in cazul in care simptomele bolii sunt caracteristice, dar testul de
izolare este negativ, izolarea trebuie repetati, de preferinti printr-un test de diluare §i insméntare pe medii selective.

Identificarea fiabili a culturilor pure de izoliri prezumtive de R. solanacearum necesitd efectuarea testelor descrise in secfiunea VLB. O caracterizare subspecifici este facultativi, dar
recomandat3 pentru fiecare caz nou.

Testul de patogenitate este descris in secfiunea V1.C.
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@

Procedura pentru detectarea si identificarea Ralstonia solanacearum
in esantioanele de tuberculi de cartof asimptomatici

Principiu

Protocolul de testare este destinat detectdrii infectiilor latente in
tuberculii de cartof. Un rezultat pozitiv a cel putin doua teste de
selectie bazate pe principii biologice diferite trebuie completat prin
izolarea agentului patogen, urmatd, in cazul izolarii coloniilor caracte-
ristice, de confirmarea unei culturi pure ca fiind R. solanacearum. Un
rezultat pozitiv la un singur test de selectie nu este suficient pentru a
considera esantionul ca fiind suspect.

Testele de selectie si testele de izolare trebuie sa permitd detectarea a
103-10* celule pe ml de extract concentrat in suspensie, incluse in
fiecare serie de teste in calitate de controale pozitive.
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( Esantion de tuberculi de cartof (1) )

( Extragerea si concentrarea agentului patogen (2) )

|
TESTE DE SELECTIE {3)
Test IF (4) | izolare selectivd (%) | test PCR {8) / test FISH ()
Test auxiliar facultativ: ELISA (%)

( Primul test de selectie (%) J

R. solanacearum nedetectat

esantion necontaminat cu
R. solanacearum

R. solanacearum nedetectat

esantion necontaminat cu
R. solanacearum

)

Izolare selectivi (°) sifsau test biologic (%) )
|

[ Colonii cu morfologie tipici (19) ]

R. solanacearum nedetectat

esantion necontaminat cu
R. solanacearum

( Purificare prin subculturd )

( TEST DE IDENTIFICARE (12) j—<%—( TEST DE PATOGENITATE (1) )

Ambele teste confirmi o culturd purd de R. solanacearum

Esantion necontaminat cu
NU
R. solanacearum

<>

Esantion contaminat cu R. solanacearum
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VM1

() Mirimea standard a esantionului este de dou sute de tuberculi. Cu toate acestea, protocolul poate i aplicat esantioanelor mai mici in cazul in care nu sunt disponibili doui sute de tuberculi.
()  Extragerca agentului patogen si metodele de concentrare sunt descrise in secfiunca IILL1.

()  In cazul in care cel putin dou teste bazate pe principii biologice diferite sunt pozitive, trebuie efectuate izolarea si confirmarea. A se efectua cel putin un test de selectie. In cazul in care
acest test este negativ, esantionul este considerat ca fiind negativ. In cazul in care acest test este pozitiv, este nevoie de al doilea sau mai multe teste de selectie bazate pe principii
biologice diferite pentru a verifica primul rezultat pozitiv. In cazul in care al doilea test sau celelalte teste sunt negative, esantionul este considerat ca fiind negativ. Nu sunt necesare alte
teste.

(4 Testul IF este descris in sectiunea VL.A.5.

(*)  Testul de izolare selectivi este descris in secfiunea VL.A.4.
(%)  Testele PCR sunt descrise in secfiunea VLA.6.

(') Testul FISH este descris in sectiunea VIA.7.

(8)  Testele ELISA sunt descrise in secfiunea VLA 8.

%) Testul biologic este descris in secfiunea VIA.9.

(1% Morfologia tipici a coloniei este descrisd in sectiunea IL.3.d.

(1 Cultivarea sau testele biologice risci si esueze din cauza concurentei sau  inhibirii bacteriilor saprofite. In cazul in care se obtin rezultate pozitive clare in urma testelor de selectie,
insi testele de izolare sunt negative, trebuie repetate testele de izolare din acelasi extract concentrat sau din fesut vascular suplimentar prelevat de la talonul tuberculilor tiiafi din
acelasi esantion si, dupi caz, trebuie testate esantioane suplimentare.

(19)  Identificarea fiabili a culturilor pure de izoliri prezumtive de R. solanacearum necesitd efectuarea testelor descrise in sectiunea VLB.

() Testul de patogenitate este descris in sectiunea VL.C.
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3) Procedura pentru detectarea si identificarea Ralstonia solanacearum
in esantioanele de plante gazdi de cartofi si tomate sau alte plante
gazda asimptomatice

[ Esantion de segmente din tulpini ('}

[ Extragerea §i concentrarea agentului patogen (3 )

TESTE PRINCIPALE DE SELECTIE (%)
izolare selectivi (4) / teste IF (°) / test PCR (6) { teste FISH ()
test auxiliar facultativ: ELISA (3), test biologic (%)

Colonii cu morfologie (19) tipici dupi izolare Toate testele efectuate sunt negativg

[

R. solanacearum nedetectat

esantion necontaminat cu
R. solanacearum

[ Purificare prin subculturd )
[ TESTE DE IDENTIFICARE (12) )—<>—[ TEST DE PATOGENITATE () )

Ambele teste confirmi o culturd purd de
R. solanacearum

Esantion necontaminat cu
R. solanacearum

Esantion contaminat de
R. solanacearum
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Pentru mirimea recomandati a esantioanelor a se vedea secfiunea IIL.2.1.
Extragerea agentului patogen si metodele de concentrare sunt descrise in sectiunea I11.2.1.

In cazul in care cel putin doud teste bazate pe principii biologice diferite sunt pozitive, trebuie efectuate izolarea si confirmarea. A se efectua cel putin un test de selectie. In cazul in care
acest test este negativ, esantionul este considerat ca fiind negativ. In cazul in care acest test este pozitiv, este nevoie de al doilea sau mai multe teste de selectie bazate pe principii
biologice diferite pentru a verifica primul rezultat pozitiv. In cazul in care al doilea test sau celelalte teste sunt negative, esantionul este considerat ca fiind negativ. Nu sunt necesare alte
teste.

Testul de izolare selectivd este descris in sectiunea VLA 4.

Testul IF este descris in sectiunea VLA.5.

Testele PCR sunt descrise in sectiunea VI.A.6.

Testul FISH este descris in sectiunea VL.A.7.

Testele ELISA sunt descrise in secfiunea VI.A.8.

Testul biologic este descris in sectiunea VI.A.9.

Morfologia tipicd a coloniei este descrisi in sectiunea IL3.d.

Cultivarea sau testele biologice risci si esueze din cauza concurentei sau a inhibirii bacteriilor saprofite. In cazul in care se obtin rezultate pozitive clare in urma testelor de selectie,
ins testele de izolare sunt negative, trebuie repetate testele de izolare.

Identificarea fiabila a culturilor pure de izoliri prezumtive de R. solanacearum se obtine prin efectuarea testelor descrise in sectiunea VLB.

Testul de patogenitate este descris in sectiunea VI.C.
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SECTIUNEA 1II

METODE DETALIATE PENTRU DETECTAREA RALSTONIA

SOLANACEARUM LA TUBERCULII DE CARTOF SI LA PLANTELE

GAZDA DE CARTOF SI DE TOMATA SAU LA ALTE PLANTE
GAZDA CU SIMPTOME DE OFILIRE BACTERIANA

1. Simptome (a se vedea website-ul http://forum.europa.eu.int/Public/irc/
sanco/Home/main)
1.1. Simptome la cartof

Planta de cartof. Stadiul incipient al infectiei in camp este reprezentat
de ofilirea frunzelor inspre varful plantei in timpul temperaturilor diurne
ridicate si de revenirea la aspect normal in timpul noptii. In cursul
primelor stadii de ofilire, frunzele raman verzi, dar mai tarziu apare o
ingélbenire si o necroza bruna. De asemenea, apare epinastia. Ofilirea
unui lastar sau a unor plante intregi devine repede ireversibild si duce la
moartea plantei. Tesutul vascular in sectiune transversald prin tulpina
plantelor ofilite poate deveni brun si un exsudat laptos iese de la
suprafata tdieturii sau poate fi stors usor prin presare. Atunci cand se
pune o tulpind tdiata in pozitie verticald in apa, se preling fire vascoase
din canalele vasculare.

Tuberculul de cartof. Tuberculii de cartof trebuie tdiati transversal
aproape de talon (stolon) sau longitudinal pand la stolon. Stadiul
incipient al infectiei este o decolorare sticloasd galben spre brun
deschis a inelului vascular din care iese o scurgere crem pal in mod
spontan dupd cateva minute. Ulterior, decolorarea vasculard devine de
un brun mai distinct, iar necroza se poate extinde la tesutul paren-
chimatos. In stadii avansate, infectia izbucneste in exterior de la talon
si de la ochi si se poate observa un lichid bacterian care provoacd
aderarea particulelor de sol. Coaja tuberculilor poate prezenta leziuni
de culoare brun-roscat usor adancite provocate de colapsul intern al
tesutului vascular. In stadiile avansate ale bolii apar deseori evolutii
secundare de putregaiuri fungice si bacteriene.

1.2. Simptome la tomate

Planta de tomata. Primul simptom vizibil este aspectul slabit al
frunzelor tinere. In conditii favorabile pentru agentul patogen (tempe-
ratura solului circa 25 °C, umiditate saturatd), epinastia si ofilirea unei
parti sau a intregii plante se produce in cateva zile si duce la colapsul
total al plantei. In conditii mai putin favorabile (temperatura solului sub
21 °C), ofilirea este mai putin pronuntatd, dar se poate dezvolta un
numar mare de radacini adventive pe tulpinad. Este posibild observarea
unui cordon gras de-a lungul tulpinii, plecand de la baza acesteia, care
este dovada necrozei sistemului vascular. in cazul in care tulpina este
taiatd transversal, tesuturile vasculare brune decolorate ale tulpinii
elimind picdturi dintr-un exsudat bacterian alb sau galbui.

1.3. Simptome la alte plante gazda

Solanum dulcamara si S. nigrum. In conditii naturale se observa rareori
simptome de ofilire la aceste buruieni gazda, cu exceptia cazurilor in
care temperatura solului este mai mare de 25 °C sau nivelurile de
inoculum sunt extrem de ridicate (de exemplu, pentru S. nigrum care
se dezvoltd in vecinitatea plantelor de cartof sau de tomati bolnave). in
cazul in care intervine ofilirea, simptomele sunt identice cu cele descrise
pentru tomata. Plantele de S. dulcamara care nu se ofilesc si se dezvolta
cu tulpina si radacina in apd pot prezenta o usoard decolorare bruna a
tesutului vascular pe partea transversald a tulpinii sau pe partile tulpinii
aflate sub apa. In cazul in care se pune o tulpini tiiati in pozitie
verticala in apa, se pot observa fire de exsudat bacterian sau fire din
tesutul vascular taiat chiar in absenta simptomelor de ofilire.

2. Teste de selectie rapida

Testele de selectie rapidd usureazd diagnosticul prezumtiv, dar nu sunt
esentiale. A se folosi unul sau mai multe dintre urmatoarele teste
validate:

2.1. Testul eliminarii exsudatului bacterian din tulpina

(a se vedea sectiunea VIL.A.1).
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2.2.

2.3.

2.4.

1.1.

Detectarea granulelor de poli-B-hidroxibutirat (PHB)

Granulele tipice de PHB din celulele de R. solanacearum pot fi vizua-
lizate prin colorarea cu albastru de Nil A sau cu negru de Sudan B (a se
vedea sectiunea VI.A.2) a frotiurilor de exsudat bacterian din tesutul
infectat fixate la caldura pe o lama de microscop.

Testul de sero-aglutinare
(a se vedea sectiunea VI.A.3).
Alte teste

Alte teste de selectie rapida sunt testul IF (a se vedea sectiunea VI.A.5),
testul FISH (a se vedea sectiunea VI.A.7), testele ELISA (a se vedea
sectiunea VI.A.8) si testele PCR (a se vedea sectiunea VI.A.6).

Procedura de izolare

(a) Se indeparteaza exsudatul sau sectiunile de tesut decolorat din inelul
vascular al tuberculului de cartof sau din caile vasculare ale tulpinii
plantei de cartof, de tomata sau de alte plante gazda ofilite. Se pune
in suspensie, intr-un volum mic de apa distilatd sterila sau intr-un
tampon fosfat de 50 mM (apendicele 4). Se lasa cinci-zece minute
pe masa.

(b) Se prepara o serie de dilutii zecimale ale suspensiei.

(c) Se transfera 50-100 pl de suspensie si de dilutii intr-un mediu
nutritiv general (NA, YPGA si SPA; a se vedea apendicele 2) si/
sau in mediul de tetrazoliu Kelman (apendicele 2) si/sau in mediul
selectiv validat (de exemplu, SMSA; a se vedea apendicele 2). Se
intinde sau se prepard in linii cu o tehnicd de diluare-insamantare
corespunzitoare. In cazul in care se considerd util, se prepara placi
din cutii Petri separate cu o suspensie de celule diluate din susa
virulenta biovar 2 de R. solanacearum drept control pozitiv.

(d) Se incubeaza placile timp de 2-6 zile la 28 °C.

— In mediul nutritiv general, izolarile virulente de R. solana-
cearum dezvolta colonii fluide, neregulate, plate, albicioase,
deseori cu verticile caracteristice in centru. Formele avirulente
de R. solanacearum formeazd mici colonii rotunjite, nefluide,
untoase, de culoare albicioasa uniforma.

— In mediul tetrazolic Kelman si in mediul SMSA, verticile sunt
de culoare rosu intens. Formele avirulente de R. solanacearum
dezvoltd mici colonii rotunjite, untoase, de culoare uniforma
rosu inchis.

Teste de identificare a R. solanacearum

Testele care permit identificarea izolarilor prezumtive de R. solana-
cearum sunt prevazute in sectiunea VI.B.

SECTIUNEA 1III

Metode detaliate pentru detectarea si identificarea Ralstonia solana-
cearum in esantioanele de tuberculi de cartof asimptomatici

Pregidtirea esantionului
Note:

— Marimea standard a esantionului este de 200 de tuberculi pe test. O
procedura mai intensivd de esantionare implicd efectuarea mai
multor teste pe esantioane de aceastd marime. Un numar mai mare
de tuberculi intr-un esantion va duce la o inhibare sau o interpretare
dificild a rezultatelor. Cu toate acestea, procedura se poate aplica cu
usurintd esantioanelor cu mai putin de 200 tuberculi in cazul in care
este disponibil un numar mai mic de tuberculi.

— Validarea tuturor metodelor de detectare descrise in continuare se
bazeazd pe efectuarea unor teste pe esantioane de doud sute de
tuberculi.

— Extractul de cartof descris in continuare poate fi, de asemenea,
utilizat pentru detectarea prezentei bacteriei responsabile de ofilirea
bacteriana a cartofului, Clavibacter michiganensis subsp. sepe-
donicus.
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Operatiuni de pretratare care pot fi efectuate inainte de pregatirea esan-
tionului:

(a) Se incubeaza esantioanele la 25-30 °C pe parcursul unei perioade de
pana la doud saptiméani inainte de efectuarea testelor pentru a
incuraja multiplicarea eventualelor populatii de R. solanacearum.

(b

~

Se spald tuberculii, Intre fiecare esantion, cu dezinfectanti (compusi
clorurati in cazul in care testul PCR trebuie folosit pentru a elimina
ADN patogen) si detergenti corespunzatori. Tuberculii se usuca la
aer. Aceasta procedura de spélare este deosebit de utila (dar nu
obligatorie) pentru esantioanele cu particule de sol excedentare si
in cazul in care trebuie efectuat un test PCR sau o procedurda de
izolare directa.

Cu un scalpel sau un cutit pentru legume curat si dezinfectat se inde-
parteaza coaja de la talonul (stolonul) fiecarui tubercul, astfel incat sa fie
vizibil tesutul vascular. Se taie cu atentie un miez mic de tesut vascular
de la talon. Cantitatea de tesut nevascular trebuie redusd la minimum (a
se vedea website-ul http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main).

Nota: Se separa tuberculii (in putrefactie) cu simptome de ,,putregai
brun” si se testeaza separat.

in cazul in care, la indepartarea miezului de talon, se observd simptome
de ofilire bacteriana, trebuie sd se intreprindd o examinare vizuald a
tuberculului respectiv si acesta trebuie taiat langd talon. Orice tubercul
taiat care prezintd simptome suspecte trebuie pastrat timp de cel putin
doua zile la temperatura ambiantd pentru a permite formarea unui strat
de suber, iar apoi depozitat la o temperaturd de refrigerare (intre 4 si 10
°C) in conditii de carantind corespunzatoare. Toti tuberculii, inclusiv cei
cu simptome suspecte, trebuie pastrati in conformitate cu anexa III.

Se colecteaza miezurile taloanelor in recipiente de unica folosinta neuti-
lizate care pot fi inchise si/sau sigilate (in cazul in care recipientele sunt
refolosite, ele trebuie spilate si dezinfectate cu compusi clorinati). Este
preferabil ca taloanele si fie prelucrate de indati. In cazul in care nu
este posibil, acestea se depoziteazd in recipiente, fira addugarea unui
tampon, pentru cel mult 72 ore in frigider si cel mult 24 ore la tempe-
ratura ambianta.

Se prelucreaza taloanele printr-una dintre urmatoarele proceduri:

(a) Se acopera taloanele cu un volum suficient (circa 40 ml) de tampon
de extractie (apendicele 4) si se introduc intr-un agitator rotativ (50-
100 turatii/minut) timp de 4 ore la o temperatura mai mica de 24 °C
sau la o temperaturd de refrigerare timp de 16-24 ore

sau

(b) Taloanele se omogenizeaza cu un volum suficient (circa 40 ml) de
tampon de extractie (apendicele 4) intr-un mixer (de exemplu,
Waring sau Ultra Thurax) sau se maruntesc intr-un sac de
macerare de unica folosinta sigilat (de exemplu, sac Stomacher
sau de tip ,Bioreba strong gauge polythene” de 150 mm x 250
mm sterilizat prin radiatii) cu ajutorul unui ciocan de cauciuc sau
al unui dispozitiv de macinare corespunzator (de exemplu, Homex).

Nota: Riscul de contamindri incrucisate ale esantioanelor este consi-
derabil in cazul in care esantioanele sunt omogenizate intr-un mixer.
A se lua masuri de precautie pentru a evita producerea de aerosol sau
scurgeri in timpul procesului de extractie. A se utiliza palete de mixer si
recipiente proaspdt sterilizate pentru fiecare esantion. La efectuarea
testului PCR, a se evita transferul de ADN pe recipientele sau dispozi-
tivele de micinare. in cazul in care se recurge la testul PCR, se
recomandd macinarea 1n saci de unicad folosintd si utilizarea de tuburi
de unica folosinta.

Se decanteazd supranatantul. In cazul in care acesta este prea tulbure, se
filtreaza printr-o centrifugare la viteza mica (la 180 g maximum timp de
zece minute, la o temperatura de 4-10 °C) sau printr-o filtrare in vid
(40-100 pm), spaland filtrul cu un tampon de macerare suplimentar (10
ml).

Se centrifugheaza maceratul decantat la 7 000 g timp de 15 minute (sau
la 10 000 g timp de zece minute) la o temperaturd de 4-10 °C si se
indeparteaza supranatantul fara a deranja extractul concentrat.
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1.2.

2.1.

Se face o noud suspensie a extractului concentrat in 1,5 ml tampon
concentrat (apendicele 4). Se folosesc 500 ul pentru a testa R. solana-
cearum, 500 pl pentru Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus si
500 ul pentru referintd. Se adauga glicerol steril la concentratia finald de
10-25 % (volum) la 500 pl de alicote de referintd si la alicota de testare
rdmasa, se omogenizeazd in vortex si se depoziteazd la o temperaturd
situatd intre —16 si —24 °C (sdptamani) sau intre —68 si —86 °C (luni).
Alicotele de testare se pastreaza in timpul testelor la o temperatura de 4-
10 °C.

Nu se recomanda congelarile si decongelarile repetate.

in cazul in care extrasele trebuie transportate, livrarea trebuie efectuati
intr-o geantd frigorificd in termen de 24 ore.

Este absolut necesar ca toate controalele pozitive si esantioanele de R.
solanacearum sa fie prelucrate separat pentru a evita orice contaminare.
Aceastd conditie se aplica atat pentru lamele de imunofluorescentd, cat
si pentru ansamblul testelor.

Teste

A se vedea diagrama si descrierea testelor si a protocoalelor optimizate
in apendicele corespunzatoare:

Izolare selectiva (a se vedea sectiunea VI.A.4)
Testul IF (a se vedea sectiunea VI.A.5)
Testele PCR (a se vedea sectiunea VI.A.6)
Testul FISH (a se vedea sectiunea VI.A.7)
Testele ELISA (a se vedea sectiunea VI.A.8)
Testul biologic (a se vedea sectiunea VI.A.9)

Metode detaliate pentru detectarea si identificarea R. solanacearum
in esantioanele de plante gazda de cartof si tomata si de alte plante
gazda asimptomatice

Pregitirea esantionului

Nota: Pentru detectarea populatiilor latente de R. solanacearum, se
recomanda testarea unor esantioane compozite. Procedura poate fi
aplicatd cu usurintd esantioanelor compozite care contin pand la doud
sute de buciti de tulpind. In cazul in care se efectueaza studii, acestea
trebuie bazate pe un esantion reprezentativ din punct de vedere statistic
al populatiei vegetale 1n cauza.

Se colecteaza bucati de tulpind de 1-2 cm intr-un recipient steril inchis
in conformitate cu urmatoarele proceduri de prelevare:

Plantule de tomata de pepiniera: cu ajutorul unui cutit curat si dezin-
fectat se taie o bucatd de 1 cm la baza fiecarei tulpini, chiar deasupra
nivelului solului.

Plante de tomata cultivate in serd sau in camp: cu ajutorul unui cutit
curat si dezinfectat se indeparteaza lastarul cel mai de jos al fiecarei
plante taind chiar deasupra jonctiunii cu tulpina principala. Se inde-
parteaza o bucata de 1 cm de la baza fiecarui lastar lateral.

Alte plante gazda: cu ajutorul unui cutit sau al unui foarfece de gradina
curat si dezinfectat se taie o bucatd de 1 cm de la baza fiecdrei tulpini,
chiar deasupra nivelului solului. In cazul S. dulcamara sau al altor
plante gazda care cresc in apa, se taie bucdti de 1-2 cm din tulpinile
care se gasesc sub apa sau din stolonii cu radacini acvatice.

in caz de prelevare dintr-un anumit loc, se recomandi si se testeze un
esantion reprezentativ din punct de vedere statistic de cel putin zece
plante pe punct de prelevare a fiecarei buruieni gazda potentiale.
Detectarea agentului patogen se face in modul cel mai fiabil la
sfargitul priméverii, vara si toamna, desi infectiile naturale pot fi
detectate pe tot parcursul anului la plantele perene de Solanum
dulcamara care cresc in apa. Gazdele cunoscute sunt plantele
spontane de cartof, Solanum dulcamara, S. nigrum, Datura stramonium
si alti membri ai familiei solanaceelor. Pelargonium spp. si Portulaca
oleracea sunt, de asemenea, plante gazda. Printre anumite buruieni
europene care pot gazdui suse virulente biovar 2, rasa 3 de R. solana-
cearum 1n radacini si/sau rizosfere in conditii de mediu specifice se
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2.1.3.
2.14.

2.2.

numard Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Cheno-
podium  album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora,
Ranunculus scleratus, Rorippa spp., Silene alba, S. nutans, Tussilago

farfarra si Urtica dioica.

Nota: In aceastd etapd se poate efectua examinarea vizuald a simp-
tomelor interne (coloratie vasculard sau exsudat bacterian). Se separa
orice bucata de tulpina cu simptome si se testeaza in mod separat (a se
vedea sectiunea II).

Se efectueazd o dezinfectare scurtd a bucitilor cu etanol de 70 % si se
usucd de indatd cu ajutorul hartiei absorbante. Apoi, se prelucreaza
bucitile de tulpind in conformitate cu una dintre urmatoarele proceduri:

(a) se acopera cu un volum suficient (circa 40 ml) de tampon de
extractie (apendicele 4) si se introduc intr-un agitator rotativ (50-
100 turatii/minut) timp de patru ore la o temperaturd mai micé de 24
°C sau la o temperatura de refrigerare timp de 16-24 ore sau

(b) bucitile se zdrobesc de indata intr-un sac de macerare rezistent (de
exemplu, Stomacher sau Bioreba) cu un volum corespunzator de
tampon de extractie (apendicele 4) cu ajutorul unui ciocan de
cauciuc sau al unui dispozitiv de maécinare corespunzator (de
exemplu, Homex). in cazul in care acest lucru nu este posibil,
bucatile se pastreaza, fara a depasi 72 ore la temperatura de refri-
gerare sau 24 ore la temperatura ambianta.

Se decanteaza supranatantul dupa o sedimentare de 15 minute.

De obicei, nu este necesara o limpezire suplimentard a extractului sau a
concentratului decantat, dar poate fi realizata prin filtrare si/sau centri-
fugare in conformitate cu metoda prevazutd la sectiunea II1.1.1.3-1.1.5.

Se imparte extractul esantionului initial sau concentrat in doud parti
egale. Se pastreaza jumdtate la o temperaturd de 4-10 °C pe parcursul
testului si se conserva cealaltd jumatate cu 10-25 % (volum) de glicerol
steril la o temperaturd situata intre —16 si —24 °C (sdptdmani) sau intre —
68 si —86 °C (luni) in cazul in care este necesar un test suplimentar.

Teste

A se vedea diagrama si descrierea testelor si protocoalelor optimizate in
apendicele corespunzatoare:

Izolarea selectiva (a se vedea sectiunea VI.A.4)
Testul IF (a se vedea sectiunea VI.A.S)

Testele PCR (a se vedea sectiunea VI.A.6)
Testul FISH (a se vedea sectiunea VI.A.7)
Testele ELISA (a se vedea sectiunea VI.A.8)

Testul biologic (a se vedea sectiunea VI.A.9)
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SECTIUNEA IV

1. Procedura pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in apa
( Egantion de apd (1) )
( Concentrarea agentului patogen (3 ]

TEST PRINCIPAL DE SELECTIE
Izolare selectivi (3)
teste auxiliare facultative: test biologic () / imbogitire PCR (°} / imbogitire ELISA (6)

Colonii cu morfologie tipicd (7) dupd izolare

R. solanacearum nedetectat

NU¢) esantion necontaminat cu
R. solanacearum

( Purificare prin subculturd ]
( TEST DE IDENTIFICARE (%) )—<>—( TEST DE PATOGENITATE (19) )

Ambele teste confirmi cultura purd de
R. solanacearum

Esantion necontaminat cu
R. solanacearum

Esantion contaminat cu
R. solanacearum
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YM1
() Asevedea sectiunea IV.2.1 pentru procedurile de prelevare recomandate,

() Metodele de concentrare a agentului patogen sunt descrise in sectiunea IV.2.1, Concentrarea sporeste populatiile agentului patogen §i ale bacteriilor saprofite concurente i este
recomandatd numai in cazul in care nu determind inhibarea testului de izolare.

(%) Testul de izolare selectivi este descris in sectiunea VILA4.

(9 Testul biologic este descris in secfiunea VL.A.9.

(%) Metodele de imbogayire FCR sunt descrise in secriunile VILA.4.2 5i VLA.6.
() Metodele de imbogijire ELISA sunt descrise in sectiunile VLA.4.2 §i VLA.8.
() Morfologia tipica a coloniei este descrisd in sectiunea I1.3.d.

(8)  Cultivarea riscd si eueze din cauza concureniei sau a efectului inhibator al bacteriilor saprofite. In cazul in care populatiile mari de saprofite sunt suspectate ¢ ar putea afecta
fiabilitatea izoldrii, testele de izolare trebuie reincepute dupd diluarea esantionului in apd sterila,

(") Identificarca fiabild a culturilor pure de izolari prezumtive de R. solanacearum necesitd efectuarea testelor descrise la sectiunea VLB,

("% Testul de patogenitate este descris in secfiunea VI.C.
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2.1.

Metode pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in apa

Principiu

Procedura de detectare validatd descrisd in prezenta sectiune se aplica
pentru detectarea agentului patogen in esantioanele de apa de suprafata
si poate fi folositd, de asemenea, pentru a testa esantioanele de efluenti
proveniti din prelucrarea cartofilor sau efluentii de ape reziduale. Cu
toate acestea, trebuie retinut faptul ca sensibilitatea prevazuta a detectarii
va varia In functie de substrat. Sensibilitatea testului de izolare este
deranjatd de populatiile de bacterii saprofite concurente care sunt, in
general, mult mai numeroase in efluentii proveniti din prelucrarea
cartofilor si in efluentii de ape reziduale decat in apele de suprafata.
in timp ce procedura descrisd in continuare trebuie si detecteze numai
103 celule/l in apele de suprafatd, sensibilitatea detectirii in efluentii
proveniti din prelucrarea cartofilor sau in efluentii de ape reziduale
poate fi mult mai slaba. Din acest motiv, se recomanda testarca
efluentilor dupd eventualele tratamente de purificare (de exemplu, sedi-
mentare sau filtrare) pe parcursul cérora se reduc populatiile de bacterii
vedere atunci cand se evaluacaza fiabilitatea rezultatelor negative
obtinute, dupa caz. Desi aceastd procedurd a fost efectuatd cu succes
in studiile destinate sa stabileascd prezenta sau absenta agentului
patogen in apele de suprafata, limitarile sale trebuie luate in considerare
atunci cand este utilizatd in lucrdri asemanatoare privind efluentii
proveniti din prelucrarea cartofilor sau efluentii de ape reziduale.

Pregatirea esantionului
Note:

— Detectarea R. solanacearum in apele de suprafatd se face in mod
mai fiabil la sfargitul primaverii, vara si toamna, atunci cand tempe-
ratura apei este mai mare de 15 °C.

— Faptul de a reincepe prelevarea in momente diferite pe parcursul
perioadei mentionate anterior in punctele de prelevare desemnate
va spori fiabilitatea detectdrii reducand consecintele variatiilor
climatice.

— Trebuie sa se tind seama de consecintele ploilor abundente si ale
geografiei cursului apei pentru a evita efectele de diluare conside-
rabile care pot disimula prezenta agentului patogen.

— A se preleva esantioane de apa de suprafatda in apropierea plantelor
gazda in cazul in care aceste plante gazda sunt prezente.

in punctele de prelevare selectionate, esantioanele de apa se colecteazi
prin umplerea unor tuburi sau sticle sterile de unica folosinta la o
adancime, atunci cand este posibil, mai mare de 30 cm si la o
distantd maximd de 2 m de la mal. Pentru efluentii proveniti din prelu-
crarea cartofilor sau efluentii de ape reziduale, se colecteazd esantioane
in punctul de deversare a efluentilor. Marimea recomandati a esan-
tioanelor atinge 500 ml pe punct de prelevare. in cazul in care se
preferd esantioanele mai modeste, se recomanda prelevarea esantioanelor
cel putin in trei reprize pe punct de prelevare, fiecare esantion constind
din doud subesantioane duplicate de cel putin 30 ml. Pentru un studiu
intensiv, se selectioneaza cel putin trei puncte de prelevare pentru 3 km
de curs al apei si se asigura prelevarea, de asemenea, din afluentii
cursului de apa.

Se transportd esantioanele in conditii de intuneric si la temperatura joasa
(4-10 °C) si se testeazd pe parcursul a 24 ore.

La nevoie, fragmentul bacterian poate fi concentrat prin una dintre
urmétoarele metode:

(a) Se centrifugheaza 30-50 ml de subesantioane la 10 000 g timp de
zece minute (sau la 7000 g timp de 15 minute), preferabil la o
temperatura de 4-10 °C, se indeparteaza supranatantul si se face o
noud suspensie a extractului concentrat in 1 ml de tampon
concentrat (apendicele 4).

(b

=

Filtrare pe membrana (dimensiunea minima a porilor de 0,45 pm)
urmatd de spalarea filtrului in 5-10 ml de tampon concentrat si
retinerea solutiilor de spalare. Aceastd metoda este potrivitd pentru
volume mari de apa cu continut mic de saprofite.
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2.2.

in general, concentrarea nu se recomandi pentru esantioanele de efluenti
proveniti din prelucrarea cartofilor sau de efluenti de ape reziduale, dat
fiind faptul ca populatiile mai mari de bacterii saprofite concurente vor
avea un efect inhibitor asupra detectérii R. solanacearum.

Teste

A se vedea diagrama si descrierea testelor in apendicele corespun-
zatoare.
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YMl
SECTIUNEA V
1. Proceduri pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in sol
( Esantion de sol (1)
( Extragerea agentului patogen

TEST PRINCIPAL DE SELECTIE
izolare selectivi (2)
teste auxiliare facultative: imbogitirea PCR (3) [test biologic (%)

——

Colonii cu morfologie tipici (°) dupd izolare Toate testele efectuate sunt negative

R. solanacearum nedetectat

esantion necontaminat cu
R. solanacearum

2/

( Purificare prin subculturd )
[ TESTE DE IDENTIFICARE (7) )—<>—( TEST DE PATOGENITATE (8) ]

Ambele teste confirmi cultura purd de
R. solanacearum

Esantion necontaminat cu
<> w ,
R. solanacearum

Esantion contaminat cu
R. solanacearum
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A se vedea sectiunea V.2.1 pentru procedurile de prelevare recomandate.
Testul de izolare selectivi este descris in sectiunea VL.A.4.

Metodele de imbogatire PCR sunt descrise in sectiunile VL.A.4.2 5i VLA.6.
Testul biologic este descris in seciunea VLA.9.

Morfologia tipici a coloniei este descrisi in secfiunea IL.3.d.

Cultivarea risci si esueze din cauza concurentei sau a efectului inhibitor al bacteriilor saprofite. in cazul in care populatiile mari de saprofite sunt suspectate ci ar putea afecta
fiabilitatea izolarii, testele de izolare trebuie reincepute dup o noud diluare a esantionului.

Identificarea fiabild a culturilor pure prezumtive de R. solanacearum necesitd efectuarea testelor descrise la sectiunea VLB.

Testul de patogenitate este descris in sectiunea V1.C.
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2. Metode pentru detectarea si identificarea R. solanacearum in sol

Principii

Procedura de detectare validatd descrisd in prezenta sectiune se aplica
pentru detectarea agentului patogen in esantioanele de sol, dar poate fi,
de asemenea, utilizatd pentru a testa esantioanele de deseuri solide
provenite din prelucrarea cartofilor sau a namolului de epurare. Cu
toate acestea, trebuie remarcat faptul ca aceste metode nu sunt destul
de sensibile pentru a garanta detectarea populatiilor de R. solanacearum
cu densitate mica sau dispersate inegal care ar putea apdrea in esan-
tioanele infectate in mod natural cu aceste substraturi.

Sensibilitatea limitatd a acestei proceduri de testare trebuie avutd in
vedere la evaluarea fiabilitatii rezultatelor negative obtinute si, de
asemenea, la utilizarea sa in studiile destinate sd stabileasca prezenta
sau absenta agentului patogen in soluri sau in ndmol. Cel mai fiabil test
de detectare a prezentei agentului patogen in solul unui camp este
plantarea unei plante gazda sensibile si supravegherea infectarii
eventuale a acesteia, insd nici aceastd metodd nu va permite detectarea
unui nivel slab de contaminare.

2.1. Pregatirea esantionului

2.1.1.  Prelevarea solului din cdmp trebuie sa respecte standardele de baza
utilizate pentru prelevarea nematozilor. Se colecteaza 0,5-1 kg de sol
per esantion in 60 puncte pe o suprafatd de 0,3 ha la o addncime de 10-
20 cm (sau dintr-o grili de 7 x 7 m). In cazul in care se suspecteazi
prezenta agentului patogen, se mireste numarul de puncte de colectare
la 120 pe o suprafatd de 0,3 ha. Se pastreaza esantioanele, inainte de
testare, la o temperatura de 12-15 °C. Se colecteazd, in total, 1 kg de
namol provenit din prelucrarea cartofilor si namol de epurare in locurile
care reprezintd volumul total de namol de testat. Se amesteca bine
fiecare esantion inainte de testare.

2.1.2.  Se impart esantioanele in subesantioane de 10-25 g de sol sau de namol
cu ajutorul unui agitator rotativ (250 turatii/minut) intr-un tampon de
extractie de 60-150 ml (apendicele 4) timp de doud ore cel mult. Dupa
caz, pentru a favoriza dispersia, se adauga 0,02 % de Tween 20 steril si
10-20 g de pietris steril.

2.1.3.  Suspensia se pastreaza, in timpul testului, la 4 °C.
2.2. Teste

A se vedea diagrama si descrierea testelor in apendicele corespunzatoare.

SECTIUNEA VI

PROTOCOALE OPTIMIZATE PENTRU DETECTAREA SI
IDENTIFICAREA R. SOLANACEARUM

A. DIAGNOSTIC §I TESTE DE DETECTARE
1. Testul elimindrii exsudatului bacterian din tulpina

Prezenta R. solanacearum in tulpini ofilite de cartof, de tomate sau de
alte plante gazda poate fi evaluata prin urmatorul test simplu prezumtiv:
se sectioneazad tulpina chiar deasupra nivelului solului. Se pune extre-
mitatea taiatd intr-un tub cu apa curati. Dupa cateva minute, se observa
scurgeri spontane si caracteristice de fire de exsudat bacterian din fasci-
culele vasculare taiate.

2. Detectarea granulelor de poli-B-hidroxibutirat

1. Se prepard un frotiu din exsudatul bacterian scurs din tesutul infectat
pe o lameld de microscop sau se prepard un frotiu dintr-o culturda de
48 ore pe baza de YPGA sau SPA (apendicele 2).

2. Se prepara frotiuri de control pozitiv din susa biovar 2 de R. sola-
nacearum si, in cazul in care se considera necesar, un frotiu de
control negativ dintr-un PHB negativ cunoscut.

3. Se lasd la uscat si se trece rapid partea inferioara a fiecarei lamele de
cateva ori prin flacara pana la fixarea frotiului.
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4. Se coloreaza frotiul preparat cu albastru de Nil sau negru de Sudan si
se examineaza la microscop dupa cum urmeaza.

Testul cu albastru de Nil

(a) Fiecare lameld se scufunda intr-o solutie apoasd 1 % de albastru de
Nil A. Se incubeaza zece minute la 55 °C.

(b) Se scurge solutia coloranta. Se spald rapid sub un firisor de apa
curgatoare. Excesul de apa se indeparteaza cu hartie absorbanta.

(c) Frotiul se scufunda intr-o solutie apoasa de acid acetic de 8 % si se
incubeaza un minut la temperatura ambianta.

!

=

Se spala rapid sub un firisor de apa curgitoare. Excesul de apa se
indeparteaza cu hartie absorbanta.

(e) Se umezeste cu o picaturd de apa si se aplicd o lamela de acoperire.

(f) Se examineaza frotiul colorat la un microscop cu epifluorescenta
sub un film de ulei de 450 nm, la un grosisment de 600-1 000,
folosind un obiectiv de imersiune in ulei sau in apa.

(g) Se observa fluorescenta portocalie stralucitoare a granulelor PHB.
De asemenea, se observd la lumina normald pentru a avea certi-
tudinea cad granulele sunt intracelulare si cd morfologia celulei
este tipica pentru R. solanacearum.

Testul cu negru de Sudan

(a) Fiecare lameld se scufunda intr-o solutie de 0,3 % negru de Sudan
B in 70 % etanol si se incubeazd zece minute la temperatura
ambianta.

(b) Se scurge solutia coloranta si se spald rapid cu apa curgétoare. Se
indeparteaza excesul de apa cu hartie absorbanta.

(c) Lamelele se trec rapid prin xilen brut si se usuca cu hartie
absorbanta. Atentie! xilenul este un produs periculos. Luati
masurile de precautie necesare §i lucrati intr-o hota chimica.

(d) Se scufundéd lamelele in solutie apoasd de safranin de 0,5 % si se
lasa zece secunde la temperatura ambianta. Atentie! Safraninul este
un produs periculos. Luati masurile de precautie necesare si lucrati
intr-o hota chimica.

(e) Se spald sub un firisor de apad curgdtoare. Se usucd cu hartie
absorbantd si se reacoperd cu o lamela.

(f) Se examineaza frotiul colorat la un microscop optic utilizand lumina
transmisa sub imersie in ulei la un grosisment de 1 000.

(g) Se observa granulele de PHB din celulele de R. solanacearum care se
coloreaza in albastru-negru. Membrana celulara se coloreaza in roz.

Teste de sero-aglutinare

Aglutinarea celulelor de R. solanacearum in exsudatul bacterian sau in
extractele de tesuturi simptomatice se observd cel mai bine folosind
anticorpi validati (a se vedea apendicele 3) etichetati cu marcatori
colorati corespunzatori, precum celulele de Staphylococcus aureus rosu
sau particule de latex colorate. in caz de utilizare a unui material disponibil
in comert (a se vedea apendicele 3), se urmeaza instructiunile produca-
torului. In caz contrar, se urmeaza procedura descrisd in continuare:

(a) Se amesteca picaturile unei suspensii de anticorpi si de exsudat
bacterian marcate (circa 5 pl in fiecare caz) pe ferestrele lamelor
de testare cu multe godeuri.

(b) Se prepara frotiuri de control pozitiv si negativ din suspensii biovar
2 de R. solanacearum si dintr-o susd heterologa.

(c) Se observa aglutinarea in esantioanele pozitive dupda o amestecare
usoara timp de cincisprezece secunde.

Izolarea selectiva
Insdmaéantare pe mediu selectiv

Notda: Inainte de aplicarea acestei metode pentru prima dati, se efec-
tueazd teste preliminarii pentru a garanta o detectare reproductibild a
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4.2.

103-10% celule care formeazi colonii de R. solanacearum pe ml adiugat
la extractele din esantioanele care au avut rezultate negative la testele
anterioare.

Se foloseste un mediu selectiv validat corespunzitor, de exemplu,
SMSA (modificat de Elphinstone ef al., 1996; a se vedea apendicele 2).

De asemenea, trebuie diferentiat R. solanacearum de alte bacterii care
pot dezvolta colonii in mediul respectiv. In plus, coloniile de R. sola-
nacearum pot prezenta o morfologie atipica in cazul in care placile sunt
suprapopulate sau in cazul in care sunt, de asemenea, prezente bacterii
antagoniste. In cazul in care se suspecteazi efectele de concurentd sau
de antagonism, esantionul trebuie testat din nou utilizand o metoda de
testare diferita.

Cea mai mare sensibilitate de detectare, in cadrul acestei metode, poate fi
atinsa in cazul in care se folosesc extracte de esantioane proaspat preparate.
Cu toate acestea, metoda se aplica, de asemenea, utilizérilor de extracte
pastrate sub glicerol la o temperatura cuprinsa intre —68 si —86 °C.

Se prepari, pentru control pozitiv, dilutii zecimale de suspensie de 10°
ufc/ml dintr-o susé virulentd biovar 2 de R. solanacearum (de exemplu,
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Pentru a evita orice posibi-
litate de contaminare, controalele pozitive se prepara complet separat de
esantioanele de testat.

Pentru fiecare lot de mediu selectiv proaspat pregatit, acesta trebuie
testat pentru a vedea daca este propice inmultirii agentului patogen
inainte de a-1 utiliza pentru testarea esantioanelor de rutina.

Materialul de control se testeaza in acelasi mod ca si esantioanele.

Testul se efectueaza cu ajutorul unei tehnici corespunzatoare prin diluare
si insamantare cu scopul de a asigura diluarea intregii populatii care
formeaza colonii de saprofite. Se folosesc 50-100 pl din fiecare esantion
de extract si fiecare dilutie.

Placile se incubeaza la 28 °C. Citirea placilor se face dupa 48 ore, iar
apoi zilnic pe o perioadd de pana la sase zile. Coloniile tipice de R.
solanacearum in mediul nutritiv SMSA sunt de culoare alb-laptos, plate,
neregulate si fluide, iar dupd trei zile de incubare dezvoltd o coloratie
roz spre rosu-sangeriu in centru, prezentdnd spirale sau striatii interne
sau verticile (a se vedea website-ul http://forum.europa.eu.int/Public/irc/
sanco/Home/main).

Nota: Uneori, 1n acest mediu se formeaza colonii atipice de R. solana-
cearum. Ele pot fi mici, In intregime de culoare rosie si nefluide sau
partial fluide fiind, prin urmare, greu de deosebit de bacteriile saprofite
care formeaza colonii.

Coloniile prezumtive de R. solanacearum se purificd dupa insamantare
sau diluare si insamantare intr-un mediu nutritiv general pentru a obtine
colonii izolate (a se vedea apendicele 2).

Culturile pot fi pastrate pe termen scurt in apa sterila (pH 6-8, fara clor)
la temperatura ambianta si in intuneric sau pe termen lung intr-un mediu
crioprotector corespunzator intre —68 si —86 °C sau liofilizate.

Se identifica culturile prezumtive (a se vedea sectiunea VI.B) si se
efectueazd un test de patogenitate (a se vedea sectiunea VI.C).

Interpretarea rezultatelor testului de diluare-insamantare

Testul de diluare-insdmantare este negativ atunci cand dupd sase zile nu
sunt izolate colonii bacteriene sau atunci cand nu sunt izolate colonii
caracteristice R. solanacearum, cu conditia sa nu fie suspectatd o
inhibitie din cauza coloniilor unei alte bacterii si sa fie gasite in
controalele pozitive colonii caracteristice de R. solanacearum.

Testul de diluare-insamantare este pozitiv atunci cand sunt izolate
colonii prezumtive de R. solanacearum.

Procedura de imbogatire

A se utiliza un mediu de imbogdtire validat, precum mediul nutritiv
modificat Wilbrink (a se vedea apendicele 2).

Aceasta procedurd poate fi folosita pentru a creste in mod selectiv
populatiile de R. solanacearum in extractele de esantioane si pentru a
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4.2.1.

4.2.2.

4.23.
4.24.

ameliora sensibilitatea detectarii. Procedura permite, de asemenea,
diluarea inhibitorilor reactiei PCR (1:100). Cu toate acestea, trebuie
observat faptul ca imbogatirea R. solanacearum poate esua din cauza
concurentei sau antagonismului organismelor saprofite care sunt, de
multe ori, imbogdtite simultan. In consecintd, izolarea R. solanacearum
in medii nutritive de culturd imbogatite poate fi dificild. De asemenea,
intrucdt populatiile de saprofite apropiate din punct de vedere serologic
se pot inmulti, in cazul utilizarii testului ELISA, se recomanda utilizarea
de anticorpi monoclonali specifici in locul anticorpilor policlonali.

Pentru imbogatirea PCR, se transferd 100 ul de extract de esantion in 10
ml de mediu nutritiv lichid de imbogatire (apendicele 2) impartit
anterior in tuburi sau flacoane fira urme de ADN. Pentru imbogatirea
ELISA, se pot folosi proportii mai mari de mediu nutritiv lichid (de
exemplu, 100 pl in 1,0 ml de mediu nutritiv lichid de Tmbogatire).

Se incubeaza timp de 72 ore intre 27 si 30 °C intr-o culturd agitata sau
staticd fara a inchide ermetic dopul tubului, pentru a permite aerisirea.

Se amestecd bine Inainte de a se utiliza pentru testele ELISA sau PCR.

In testele anterioare, mediul nutritiv lichid de imbogétire se trateaza in
acelasi mod ca si esantioanele.

Notd: In cazul in care se prevede o inhibare sau o imbogitire a R.
solanacearum din cauza populatiilor considerabile de anumite bacterii
saprofite concurente, imbogatirea extractelor de esantioane pana la
centrifugare sau alte actiuni de concentrare pot determina obtinerea
unor rezultate mai bune.

Test de imunofluorescenti
Principiu

Tindnd seama de capacitatea sa recunoscutd de a atinge pragurile
impuse, se recomandd utilizarea testului de imunofluorescentd ca
principal test de selectie.

in cazul in care testul de imunofluorescenti este utilizat ca principal test
de selectie si rezultatul lui este pozitiv, trebuie efectuat un test de
izolare, un test PCR sau un test FISH drept test secundar. in cazul in
care testul de imunofluorescentd este utilizat ca test secundar si
rezultatul lui este pozitiv, analiza trebuie completata cu teste supli-
mentare dupa cum prevede diagrama functionala.

Notd: Se utilizeaza o sursa validatd de anticorpi de R. solanacearum (a
se vedea website-ul http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main). Se recomandd stabilirea titrului pentru fiecare lot nou de
anticorpi. Titrul se defineste ca fiind cea mai mare dilutie la care se
obtine o reactie optima atunci cand se testeazi o suspensie de 10°-10°
celule pe ml din susa omologa de R. solanacearum folosind un conjugat
corespunzator de izotiocianat de fluoresceina (FITC), in conformitate cu
recomandarile producatorului. Toate antiserurile policlonale validate au
un titru de imunofluorescentd de cel putin 1: 2 000. La efectuarea
testului, dilutiile de lucru ale anticorpilor trebuie sa fie aproximativ
egale sau egale cu cele ale titrului.

Testul trebuie efectuat cu extracte de esantion proaspat preparate. Dupa
caz, se pot folosi si extracte conservate in solutie de glicerol la o
temperatura cuprinsa intre —68 °C si —86 °C. Glicerolul poate fi
separat de esantion prin addugarea a 1 ml de tampon concentrat (a se
vedea apendicele 4), recentrifugarea timp de cincisprezece minute la
7000 g si resuspendarea in acelasi volum de tampon concentrat.
Acest lucru este rareori necesar, mai ales atunci cand esantioanele
sunt fixate de lame prin flambare.

Se prepara lame de control pozitiv separate dintr-o susd omologa sau
orice alta susa de referinta de R. solanacearum in suspensie in extract de
cartof, dupd cum prevede apendicele 3 B si, facultativ, in tampon.

in cazul in care este posibil, ar trebui si se foloseasci drept control
similar pe aceeasi lamad tesut infectat in mod natural (conservat prin
liofilizare sau congelare la o temperatura intre —16 si —24 °C).

in calitate de control negativ, se pot folosi alicote de extracte de esan-
tioane care au dat rezultate negative la testele anterioare de detectare a
R. solanacearum.
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5.1

5.2.

5.3.

Materialele de control pozitiv si negativ standardizate disponibile pentru
acest test sunt prevazute in apendicele 3.

Se folosesc, pentru microscop, lame cu multe godeuri avand, de
preferintd, zece ferestre cu diametru de cel putin 6 mm.

Materialul de control se testeaza in acelasi mod ca si esantioanele.

Lamele de test se prepara folosind una dintre urmatoarele
metode:

(i) Extracte concentrate cu relativ putin amidon:

Se pipeteaza un volum standard (15 pl este adecvat unei ferestre de
6 mm diametru — volumul se mareste pentru ferestre cu diametru
mai mare) dintr-o dilutie de 1/100 de extract concentrat resuspendat
in prima fereastrd. Apoi, se pipeteazd un volum similar de extract
concentrat nediluat (1/1) in ferestrele ramase din primul sir. Al
doilea sir poate fi folosit ca duplicat sau pentru un al doilea
esantion, in conformitate cu cele indicate in figura 1.

(ii) Pentru alte extracte concentrate:

Se pregatesc dilutii zecimale (1/10, 1/100) din extractul concentrat
resuspendat in tamponul de concentrare. Se pipeteaza un volum
standard (15 pl corespund unei ferestre de 6 mm diametru —
volumul se mareste pentru ferestre cu un diametru mai mare) din
extractul concentrat resuspendat si din fiecare dilutie intr-un sir de
ferestre. Sirul rimas poate fi folosit ca duplicat sau pentru un al
doilea esantion, in conformitate cu cele indicate in figura 2.

Se lasa picaturile sa se usuce la temperatura ambianta sau prin incélzire
la o temperaturd de 40-45 °C. Celulele bacteriene se fixeaza pe lama
prin incalzire (cincisprezece minute la 60 °C), trecere prin flacara, cu 95
% etanol sau 1n conformitate cu instructiunile specifice ale furnizorilor
de anticorpi.

In cazul in care este necesar, lamele fixate pot fi refrigerate sau depo-
zitate intr-o cutie de uscare pe perioada necesara (cel mult trei luni)
inainte de un nou test.

Procedura testului de imunofluorescentd

(i) In conformitate cu metoda de pregtire a lamelor de test indicata la
punctul 5.1 (i):

Se prepard un set de dilutii duble. Primul godeu ar trebui sa fie de
1/2 din titru (T/2), celelalte fiind de 1/4 din titru (T/4), 1/2 din titru
(T/2), titru (T) si de doua ori titrul (2T).

(ii) in conformitate cu metoda de pregitire a lamelor de test indicati la
punctul 5.1 (ii):

Se prepara dilutia de lucru a anticorpilor in tampon pentru imuno-
fluorescenta. Dilutia de lucru are efect asupra specificitatii.

Figura 1: Pregatirea lamei de test in conformitate cu punctele 5.1. (i) si
5.3. (i)

Dilugii ale extractului concentrat resuspendat
Y100 11 11 11 11

(T = titru) T2 T4 TR T 2T

Esantion 1 .1 ’2 .3 ‘4 . ;

Duplicatul esantionului 1

sau al esantionului 2 '6 '7 ‘8 .9 .10

O

O

Dilutii ale extractului
concentrat resuspendat

Dilutii duble ale
antiseruluifanticorpilor
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5.3.1.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Figura 2: Pregatirea lamei de test in conformitate cu punctele 5.1. (ii) si
5.3. (i)

Dilutie de lucru a antiseruluifanticorpilor

11 1/10  1/100  gol gol

Funion 0000
1 2 3 4 5
Duplicatul esantionului 1

sau al esantionului 2 .6 .7 ‘8 ’9 .10

Se aranjeaza lamele pe hartie absorbanta umeda. Se acopera complet
fiecare fereastra de test cu dilutia sau dilutiile de anticorpi. Cantitatea de
antiser aplicat in fiecare fereastra trebuie sa fie cel putin echivalenta cu
cantitatea de extract aplicata.

Urmatoarea procedurd ar trebui aplicatd in absenta instructiunilor
specifice ale furnizorilor de anticorpi:

Se incubeaza lamele pe hartie umeda acoperite timp de 30 de minute la
temperatura ambianta (18-25 °C).

Se scuturd picaturile de antiser de pe fiecare lama si se clatesc lamele cu
atentie cu un tampon pentru imunofluorescentd. Se spala timp de cinci
minute in solutie tampon IF-Tween (apendicele 4) si apoi in tampon IF.
Se evita orice vaporizare sau scurgere care ar putea conduce la o conta-
minare incrucisata. Excesul de umezealda se indeparteaza cu grija cu o
sugativa.

Se asaza lamele pe hartie umeda. Se acopera ferestrele de test cu dilutia
conjugatului FITC utilizat pentru determinarea titrarii. Cantitatea conju-
gatului aplicatd in ferestre trebuie sd fie echivalentd cu cantitatea de
anticorpi utilizata.

Se incubeaza lamele pe hartie umeda, acoperite timp de treizeci de
minute la temperatura ambianta (18-25 °C).

Se scuturd picaturile de conjugat de pe lama. Se clatesc si se spald in
conformitate cu cele indicate anterior (5.3.3).

Se indeparteaza cu grija excesul de umezeala.

Se pipeteaza 5-10 pl glicerol tamponat fosfatic 0,1 M (apendicele 4) sau
un suport antidecolorare comercial in fiecare fereastra si se acopera cu o
lama.

Citirea testului de imunofluorescenta

Se examineaza lamele de test la un microscop cu sursd de lumina epifluo-
rescentd si cu filtre adaptate pentru a lucra cu izotiocianat de fluoresceina,
sub imersiune in ulei sau in apd, la un grosisment de 500-1 000. Se
examineaza ferestrele de pe doua diametre in unghi drept si de-a lungul
perimetrului. Pentru esantioanele fard celule sau cu un numar redus de
celule se examineaza cel putin 40 cdmpuri microscopice.

Se verifica mai intdi lama de control pozitiv. Celulele trebuie sa fie
intens fluorescente si colorate complet la titrul de anticorpi sau la
dilutia de lucru determinatd. Testul IF (sectiunea VI.A.5) trebuie
repetat in cazul in care apare o coloratie anormala.

Se cauta prezenta celulelor intens fluorescente cu morfologia caracte-
ristica a R. solanacearum in ferestrele de test ale lamelor (a se vedea
website-ul http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).
Intensitatea fluorescentei trebuie sa fie echivalenta cu cea a susei de
control pozitiv la aceeasi dilutie de anticorpi. Celulele cu coloratie
incompletd sau cu fluorescentd slaba nu trebuie luate in considerare.

fn cazul in care se suspecteaza o contaminare, testul trebuie reficut. Se
poate intdmpla atunci cand toate lamele unui lot indicd celule pozitive
din cauza unei contamindri a tamponului sau atunci cénd celulele
pozitive sunt izolate (in afara ferestrelor) la mijlocul lamei.

Existd un anumit numar de chestiuni inerente specificitatii testului de
imunofluorescentd. Pot apdrea populatii de celule fluorescente atipice

O  Dilugie decimald a extractului
concentrat resuspendat
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5.44.

5.4.5.

din punct de vedere morfologic si bacterii saprofite care provoaca reactii
incrucisate cu o marime si morfologie asemanatoare cu R. solanacearum
in extractele concentrate de taloane de cartof si in bucitile de tulpini.

Trebuie luate in considerare numai celulele fluorescente ale caror
dimensiune si morfologie sunt caracteristice titrului sau dilutiei de
lucru a anticorpilor mentionati la punctul 5.3.

Interpretarea testului IF:

(i) In cazul in care sunt descoperite celule intens fluorescente cu
morfologie caracteristica, se determind numarul mediu de celule
tipice pe camp microscopic si se calculeazd numarul de celule
tipice pe ml de extract concentrat resuspendat (apendicele 5).

Lectura testului de imunofluorescenta se considera ca fiind pozitiva
pentru esantioanele care contin cel putin 5 x 103 de celule tipice pe
ml de extract concentrat resuspendat. Esantionul se considera ca
fiind potential infectat si se efectueaza un nou test.

(ii) Lectura testului de imunofluorescentd se considerd ca fiind negativa
pentru esantioanele care contin mai putin de 5 x 10% de celule pe ml
de extract concentrat resuspendat si esantionul se considerd ca fiind
negativ. Efectuarea altor teste nu este obligatorie.

Testele PCR
Principii

in cazul in care testul PCR se foloseste drept test principal de selectie,
iar rezultatul acestuia este pozitiv, trebuie efectuat un test de izolare sau
un test de imunofluorescentd drept al doilea test de selectie obligatoriu.
in cazul in care testul PCR se foloseste ca test secundar, iar rezultatul
este pozitiv, diagnosticul trebuie completat cu teste suplimentare, dupa
cum indicd diagrama functionala.

O exploatare completa a acestei metode ca test principal de selectie se
recomanda numai atunci cand se dobandeste o expertiza specializata in
domeniu.

Nota: Testele preliminarii realizate in conformitate cu aceasta metoda
trebuie si permitd o detectare reproductibila de 103-10* de celule pe ml
de R. solanacearum adaugate la extractele de esantioane care au dat
anterior rezultate negative. Poate fi necesara efectuarea unor expe-
rimente de optimizare in toate laboratoarele pentru a obtine niveluri
maxime de sensibilitate si de specificitate.

Se folosesc reactive si protocoale PCR validate (a se vedea apendicele
6). Se alege, de preferinta, o metoda cu control intern.

Se iau masurile de precautie necesare pentru a evita contaminarea esan-
tionului cu ADN tinta. Testul PCR ar trebui realizat de tehnicieni expe-
rimentati in laboratoare de biologie moleculard specializate, pentru a
reduce cat mai mult posibilitatea contaminarii cu ADN tinta.

Controalele negative (pentru procedurile de extractic de ADN si PCR)
ar trebui tratate intotdeauna ca esantioane finale in procedurd, pentru a
indica o eventuald aparitie a unui transfer de ADN.

Urmatoarele controale negative ar trebui incluse in testul PCR:

— Extractul esantionului care a produs anterior rezultate negative
pentru depistarea R. solanacearum;

— Tampoanele de control utilizate pentru a extrage bacteria si ADN
din esantion;

— Amestecul reactiv pentru PCR.
Urmatoarele controale pozitive ar trebui incluse:

— Alicote ale extractelor concentrate resuspendate la care s-a adiugat
R. solanacearum (preparare: a se vedea apendicele 3 B).

— Suspensie de 10° de celule pe ml dintr-un izolat virulent de R.
solanacearum in apa (exemplu, NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP
3857; a se vedea apendicele 3 B).

— Atunci cand este posibil, se foloseste, de asemenea, in testul PCR,
ADN extras din esantioane de control pozitive.
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6.1.

Pentru a se evita o eventuald contaminare, controalele pozitive se
prepari intr-un mediu diferit de cel al esantioanelor de testat.

Extractele de esantioane trebuie curdtate, atat cat este posibil, de parti-
culele de sol. In anumite cazuri, atunci cand se prevede utilizarea proto-
coalelor PCR, ar putea fi recomandabil sa se prepare extracte din cartofi
spalati.

Materialele de control pozitiv si negativ standardizate disponibile pentru
utilizare in acest test sunt prevazute in apendicele 3.

Metode de purificare a ADN

Se folosesc esantioane de control pozitive si negative in conformitate cu
metoda descrisa anterior (a se vedea apendicele 3).

Materialul de control se testeaza in acelasi mod ca si esantioanele.

Existd o serie de metode de purificare a ADN tintd din substraturile de
esantioane complexe, ceea ce contribuie la eliminarea inhibitorilor PCR
si a altor reactii enzimatice si concentreaza ADN tintd in extractul de
esantion. Urmatoarea metoda a fost optimizata pentru utilizare in cadrul
metodelor PCR validate indicate in apendicele 6.

(a) Metoda Pastrik (2000)

1. Se pipeteaza 220 pl de tampon de liza [100 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)] intr-un tub
Eppendorf de 1,5 ml.

2. Se adauga 100 pl de extract de esantion si se introduce intr-un
bloc de incdlzire sau in baie de abur la 95 °C timp de zece
minute.

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

4. Se adauga 80 pl de solutie concentrata de lizozima (50 mg de
lizozima pe ml in 10 mM Tris-HCI, pH 8,0) si se incubeaza la
37 °C timp de 30 de minute.

5. Se adaugd 220 pl de solutie A de Easy DNA® (Invitrogen), se
amestecd bine in agitator si se incubeaza la 65 °C timp de 30 de
minute.

6. Se adaugd 100 pl de solutie B de Easy DNA® (Invitrogen), se
omogenizeazd bine in agitator pand cand precipitatul circula
liber in tub, iar esantionul are o consistentd vascoasd uniforma.

7. Se adauga 500 pl de cloroform si se omogenizeaza in agitator
pand cand vascozitatea este redusd si amestecul este omogen.

8. Se centrifugheaza la 15000 g timp de 20 de minute la 4 °C
pentru a separa fazele si a forma interfaza.

9. Faza superioara se transfera intr-un nou tub Eppendorf.

10. Se adaugd 1 ml de etanol la 100 % (-20 °C), se omogenizeaza
scurt in agitator si se incubeazd pe gheata timp de zece minute.

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

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

13. Se centrifugheaza la 15 000 g timp de zece minute la 4 °C, se
pastreaza extractul concentrat si se indeparteazd etanolul.

14. Extractul concentrat se lasa sa se usuce in aer liber sau intr-un
SpeedVac ADN.

15. Se face o noud suspensie de extract concentrat in 100 pl de apa
ultrapurd sterila si se lasd la temperatura ambiantd timp de cel
putin doudzeci de minute.

16. Se depoziteaza la —20 °C pana cand extractul este necesar
pentru PCR.

17. Se izoleaza orice precipitat alb prin centrifugare si se utilizeaza
pentru PCR 5 pl de supranatant continind ADN.
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6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.3.1.

(b) Alte metode

Alte metode de extragere a ADN, de exemplu, Qiagen DNeasy Plant
Kit, s-ar putea aplica cu conditia ca acestea sa aibd o eficacitate echi-
valentd pentru a purifica ADN din esantioanele de control cu un
continut de 103-10* de celule patogene pe ml.

PCR

Se prepard, pentru PCR, matricele de testare si de control in confor-
mitate cu protocoalele validate (sectiunea VI.A.6). Se prepara o dilutie
decimald din extractul de esantion de ADN (1:10 in apa ultrapura).

Se prepara amestecul reactiv corespunzator pentru PCR intr-un mediu
neinfectat in conformitate cu protocoalele publicate (apendicele 6). In
cazul in care este posibil, se recomanda utilizarea unui protocol PCR
compus care include, de asemenea, un control intern al PCR.

Se adaugd 2-5 ul de extract de ADN pe 25 pl de mediu reactiv PCR in
tuburi PCR sterile in conformitate cu protocoalele PCR (a se vedea
apendicele 6).

Se include un esantion de control negativ contindnd numai un amestec
reactiv pentru PCR si se adaugi la aceeasi sursa de apd ultrapurd ca si
cea utilizatd in amestecul pentru PCR 1n locul esantionului.

Tuburile se introduc 1n acelasi ciclor termic ca si cel utilizat la testul
preliminar si se lanseaza programul PCR optimizat in mod cores-
punzitor (apendicele 6).

Analiza produsului reactiei PCR

Fragmentele PCR se detecteazd prin electroforeza in gel de agar. Se
pune sub tensiune la 5-8 V/em o cantitate de cel putin 12 pl de
amestec reactiv de ADN amplificat din fiecare esantion impreuna cu 3
pl de tampon de lest (apendicele 6) pe un mediu agarizat la 2,0 % intr-
un tampon tri-acetat-EDTA (ETA) (apendicele 6). Se foloseste un
marcator de ADN corespunzator, precum ,,100 bp ladder”.

Pentru vizualizarea fragmentelor de ADN, se recurge la colorare cu
bromurd de etidiu (la 0,5 mg/l) timp de 30-60 de minute, luand
masurile de precautie necesare pentru manipularea acestui agent
mutagen.

in cazul unor produse PCR amplificate avand mirimea asteptatd (apen-
dicele 6), gelul colorat se vizualizeazd prin iluminare ultravioletd cu
unde scurte (A = 302 nm) si se noteaza rezultatele.

Pentru noile cazuri sau constatari, se verifica autenticitatea fragmentului
amplificat PCR efectuand o analizd enzimatica restrictivd pe un esantion
al ADN amplificat rimas. in acest scop, se incubeazi la o temperaturd
optimd pe o duratd optimad folosind o enzimd si un tampon cores-
punzator (a se vedea apendicele 6). Fragmentele digerate prin electro-
foreza in gel de agar se detecteaza in conformitate cu metoda descrisa
anterior si se vizualizeaza prin iluminare ultravioleta dispunerea tipicd a
fragmentelor dupa analiza enzimatica restrictiva si colorarea cu bromura
de etidiu. Apoi se compara cu susele de control pozitiv inainte si dupa
macerare.

Interpretarea rezultatului testului PCR

Testul PCR este negativ atunci cand in esantionul respectiv nu este
detectat fragmentul PCR caracteristic de R. solanacearum avand dimen-
siunea prevazuta, iar fragmentul este detectat pentru toate esantioanele
de control pozitiv (in cazul unui test PCR compus, cu primeri de control
intern specifici plantei: un al doilea produs PCR de dimensiunea
prevazuta trebuie amplificat cu esantionul respectiv).

Testul PCR este pozitiv in cazul in care este detectat fragmentul PCR
caracteristic de R. solanacearum de dimensiunea si tipul de restrictie
prevazut (atunci cand este nevoie), cu conditia sa nu fie amplificat cu
unul dintre esantioanele de control negativ. Se poate obtine o confirmare
fiabild a rezultatului pozitiv prin repetarea testului cu un al doilea set de
primeri PCR (apendicele 6).

Nota: Se poate suspecta o inhibitie a PCR in cazul in care fragmentul
amplificat prevdzut este obtinut din esantionul de control pozitiv
continand R. solanacearum in apd, dar se obtin rezultate negative din
esantioane de control pozitiv continand R. solanacearum in extractul de



1998L0057 — RO — 30.07.2006 — 001.001 — 42

7.1.

7.1.1.
7.1.2.

cartof. In protocoalele PCR compuse, cu control intern al PCR, se
constatd inhibitia reactiei atunci cind nu se obtine nici unul dintre
cele doud fragmente amplificate.

Se poate suspecta o contaminare atunci cand fragmentul amplificat
prevazut este obtinut din unul sau mai multe controale negative.

Testul FISH
Principiu

in cazul in care testul FISH se foloseste in calitate de test principal de
selectie si rezultatul lui este pozitiv, trebuie efectuat un test de izolare
sau un test IF drept al doilea test obligatoriu de selectie. in cazul in care
testul IF se foloseste ca test secundar si rezultatul lui este pozitiv,
analiza trebuie completatd cu teste suplimentare, dupa cum indica
diagrama functionala.

Nota: Se folosesc oligosonde validate specifice de R. solanacearum (a
se vedea apendicele 7). Testele preliminare efectuate in conformitate cu
aceastd metoda trebuie si permitd o detectare reproductibild de 103-10*
de celule pe ml de R. solanacearum adaugate la extractele de esantioane
care au dat anterior rezultate negative.

Este de preferat sa se aplice procedura descrisd in continuare extractelor
de esantioane proaspat preparate, dar se pot folosi si extracte de esantion
conservate in solutie de glicerol la temperaturi cuprinse intre —16 °C si —
24 °C sau intre —68 °C si —86 °C.

Drept esantioane de control negativ, se folosesc alicote de extracte de
esantion care au dat anterior rezultate negative la testele de identificare a
R. solanacearum.

Drept esantioane de control pozitiv, se prepard suspensii continand 10°-
109 de celule pe ml de biovar 2 R. solanacearum (de exemplu, susa
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; a se vedea apendicele 3) intr-
un tampon fosfat 0,01 M (PB), dintr-o culturd de 3-5 zile. Se prepara
lame separate de control pozitiv din susa omologd sau din orice altd
susd de referintd de R. solanacearum, in suspensie in extract de cartof,
in conformitate cu apendicele 3 B.

Utilizarea unei oligosonde eubacteriene marcate cu izotiocianat de fluo-
resceind (FITC) permite controlul procesului de hibridizare colorand
toate eubacteriile prezente in esantion.

Materialele de control pozitiv si negativ standardizate disponibile pentru
acest test sunt prevazute in apendicele 3 litera A.

Materialul de control se testeaza in acelasi mod ca si esantioanele.
Fixarea extractului de cartof

Protocolul descris in continuare se bazeazd pe Wullings er al. (1998):
Se prepara solutia de fixare (a se vedea apendicele 7).

Se pipeteaza 100 pl din fiecare extract de esantion intr-un tub Eppendorf
si se centrifugheaza timp de sapte minute la 7 000 g.

Se indeparteaza supranatantul si se dizolva extractul concentrat in 200 pl
de fixativ preparat cu mai putin de 24 ore inainte. Se omogenizeaza in
agitator si se incubeaza timp de o ord in frigider.

Se centrifugheaza timp de sapte minute la 7 000 g, se indeparteaza
supranatantul si se face o noua suspensie de extract concentrat in 75
ul de PB 0,01 M (a se vedea apendicele 7).

Se picurd 16 pl din suspensiile fixate pe o lama multitest curatd, in
conformitate cu figura 7.1. Pe fiecare lamad se aplicd doud esantioane
diferite, nediluate, si se folosesc 10 pl pentru o dilutie de 1:100 (intr-un
tampon fosfat 0,01 M). Restul solutiei de esantion (49 ul) poate fi
conservatd la —20 °C dupd ce i s-a addugat un volum de etanol de 96
%. In cazul in care testul FISH trebuie repetat, se elimini etanolul prin
centrifugare si se adaugd un volum echivalent de tampon fosfat 0,01 M
(se amestecd in agitator).
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Figura 7.1. Configuratia unei lame pentru testul FISH

O

fereastra 3

Control

O

fereastra 8

Lamela 1

Lamela 2

Se usucd lamele la aer (sau intr-un uscator, la 37 °C), apoi se fixeaza
prin trecere prin flama.

Procedura poate fi intreruptd in acest stadiu si intreprinsa hibridizarea a
doua zi. Lamele trebuie pastrate la adapost de praf, intr-un loc uscat si
la temperatura ambianta.

Hibridizare

Se deshidrateaza celulele prin bai succesive de etanol de 50 %, 80 % si
96 % cu o duratd de un minut fiecare. Se aranjeaza lamele pe un suport
si se lasa la uscat in aer liber.

Se pregiteste o camera de incubare umeda captusind fundul unei cutii
ermetice cu hartie absorbantd sau cu hartie de filtru impregnatd cu
hibmix 1X (a se vedea apendicele 7). Cutia se preincubeaza timp de cel
putin zece minute in cuptorul de hibridizare la o temperatura de 45 °C.

Se picura 10 pl de solutie de hibridizare (apendicele 7) in opt ferestre
(ferestrele 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 si 10; a se vedea figura 7.1) ale fiecarei
lame lasand goale cele doud ferestre din mijloc (3 si 8).

Se acoperd cu lamele (24 x 24 mm) prima si ultimele patru ferestre
avand grijad sd nu ramana aer sub ele. Lamele se introduc in camera
umeda incalzitd in prealabil si se lasd timp de cinci ore in cuptor la 45 °
C 1in intuneric, pentru a permite hibridizarea.

Se pregatesc trei pahare de laborator continand 1 1 de apa Milli Q
(biologie moleculard), 1 1 de hibmix 1X [334 ml de hibmix 3X si
666 ml de apa Milli Q (biologie moleculard)] si 1 1 de hibmix 1/8X
[42 ml de hibmix 3X si 958 ml de apa Milli Q (biologie moleculard)].
Se preincubeazd fiecare pahar de laborator in baie de abur la 45 °C.

Se indeparteazd lamelele de pe lame si se pun pe un suport de lame.

Se elimina excedentul de esantion prin incubare timp de cincisprezece
minute la 45 °C in paharul cu hibmix 1X.

Se pune suportul de lame intr-o solutie de spalare cu hibmix 1/8X si se
lasd la incubat timp de incd 15 minute.

Lamele se introduc scurt intr-o baie de apa Milli Q si se pun pe o hartie
de filtru. Se indeparteazd umiditatea excedentara tamponand usor
suprafata umeda cu hartie de filtru. Se pipeteazd in fiecare fereastra 5-
10 pl de solutie antidecolorare (de exemplu, Vectashield produs de
Vecta Laboratories CA, USA sau altd solutie echivalentd) si se
acopera intreaga suprafata a lamei cu o lameld (24 x 60 mm).

Lectura testului FISH

Se examineazd de indata lamele la un microscop cu epifluorescenta, sub
imersiune in ulei la un grosisment de 630 x 1 000. Cu un filtru sensibil
la izotiocianat de fluoresceind (FITC), celulele eubacteriene (inclusiv
majoritatea celulelor gram-negative) prezente in esantion se vad
colorate in verde fluorescent. Cu un filtru adaptat la tetrametil-
rodamin-5-izotiocianat, celulele de R. solanacearum marcate cu Cy3
apar colorate in rosu fluorescent. Se compara morfologia celulelor cu
cea a esantioanelor de control pozitiv. Celulele trebuie sd fie colorate
complet si intens fluorescente. Testul FISH (sectiunea VI.A.7) trebuie
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repetat in cazul in care apare o coloratie anormald. Ferestrele se
examineaza de-a lungul a doud diametre perpendiculare si in jurul peri-
metrului. Pentru esantioanele care nu contin celule sau contin un numar
mic al acestora, se examineazd cel putin 40 de campuri microscopice.

Se observa prezenta celulelor intens fluorescente, cu o morfologie tipica
de R. solanacearum in ferestrele de test ale lamelor (a se vedea website-
ul http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intensitatea
fluorescentei trebuie sa fie echivalenta cu cea a susei de control
pozitiv sau mai bund. Celulele cu coloratie incompleta sau cu fluo-
rescentd slaba nu trebuie luate in considerare.

La cea mai micd suspiciune de contaminare, testul trebuie refacut.
Aceasta se poate intdmpla atunci cand toate lamele unui lot indica
prezenta de celule pozitive din cauza contamindrii tamponului sau
atunci cand celulele pozitive sunt izolate (in afara ferestrelor) pe
mijlocul lamei.

Existd un anumit numar de chestiuni inerente specificitatii testului FISH.
Pot aparea populatii de celule fluorescente cu morfologie atipicd si de
bacterii saprofite care provoacd reactii incrucisate cu dimensiuni si
morfologii asemanatoare cu R. solanacearum in extractele concentrate
de taloane de cartofi si bucati de tulpini, desi in proportie mult mai mica
decat in cazul testului IF.

Se iau in considerare numai celulele fluorescente ale caror dimensiune si
morfologie sunt tipice.

Interpretarea rezultatului testului FISH:

(i) Se obtin rezultate valabile ale testului FISH atunci cand celulele intens
fluorescente de culoare verde, cu dimensiuni si morfologie tipice
pentru R. solanacearum sunt vizibile cu ajutorul filtrului FITC si
celulele intens fluorescente de culoare rosie sunt vizibile folosind
filtrul cu rodamin in toate esantioanele de control pozitiv si 1n nici
un esantion de control negativ. in cazul in care esantionul contine
celule intens fluorescente si avand o morfologie tipicd, se estimeaza
numarul mediu de celule tipice pe cdmp microscopic si se calculeaza
numarul de celule tipice pe ml de extract concentrat resuspendat
(apendicele 4). Esantioanele continand cel putin 5 x 103 de celule
tipice pe ml de extract concentrat resuspendat se considerd ca fiind
potential infectate. Se recomanda continuarea testarilor. Esantioanele
continand mai putin de 5 x 103 de celule tipice pe ml de extract
concentrat resuspendat sunt considerate ca fiind negative.

(i1) Testul FISH este negativ in cazul in care celulele intens fluorescente
de culoare rosie, avand dimensiuni si morfologie caracteristice
pentru R. solanacearum, nu se vad cu ajutorul filtrului cu
rodamin, cu conditia ca celulele intens fluorescente de culoare
rosie sa fie vizibile la pregatirea esantioanelor de control pozitiv
folosind filtrul cu rodamin.

Testele ELISA

Principiu

ELISA nu poate fi utilizat ca test facultativ pe langa testele IF, PCR sau
DAS-ELISA, imbogatirea si utilizarea anticorpilor monoclonali este
obligatorie (a se vedea website-ul http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/
sanco/Home/main). Imbogitirea esantioanelor pana la efectuarea testului

esueze din cauza concurentei altor organisme in esantion.

Nota: Se foloseste o sursa validatd de anticorpi de R. solanacearum (a se
vedea website-ul http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).
Se recomanda sa se stabileasca titrul pentru fiecare lot nou de anticorpi.
Titrul se defineste ca fiind cea mai mare dilutie la care se obtine o reactie
optimi atunci cind se testeazi o suspensie de 103-10° celule pe ml din susa
omologda de R. solanacearum folosind conjugate corespunzitoare de
anticorpi secundari, in conformitate cu recomandarile producatorului. La
efectuarea testului, dilutia de lucru a anticorpilor trebuie sé fie aproximativ
egala sau egala cu cea a titrului formulei comerciale.

Se stabileste titrul anticorpilor intr-o suspensie de 103-10° celule/ml din
susa omologd de R. solanacearum.
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Se include un extract de esantion care a dat anterior rezultate negative
pentru R. solanacearum si o suspensie a unei bacterii care nu provoaca
reactii incrucisate intr-un tampon fosfat (PBS) ca esantioane de control
negativ.

Drept esantion de control pozitiv, se folosesc alicote de extracte de
esantion care au dat anterior rezultate negative, amestecate cu 103-10*
de celule/ml de biovar 2 de R. solanacearum (de exemplu, susa NCPPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857, a se vedea apendicele 2 A si B). Pentru
a compara rezultatele din fiecare placd, se foloseste o suspensie standard
de 10°-10° de celule/ml in PBS de R. solanacearum. Esantioanele de
control pozitiv trebuie separate cu grija, pe placa de microtitrare, de
esantionul sau esantioanele care fac obiectul testului.

Materialele de control pozitiv si negativ standardizate, disponibile pentru
utilizare cu acest test sunt enumerate in apendicele 3 litera A.

Materialul de control se testeaza in acelasi mod ca si esantioanele.
Au fost validate doud protocoale ELISA:
(a) ELISA indirect (Robinson-Smith et al., 1995)

(1) Se folosesc alicote de 100-200 pl de extract concentrat. (Se
incalzeste timp de patru minute la 100 °C 1n baie de abur sau
intr-un bloc de incalzire pentru a reduce rezultatele nespecifice
in anumite cazuri).

(2) Se adauga un volum egal de tampon dublu concentrat (apen-
dicele 4) si se omogenizeaza in agitator.

@3

~

Se aplicd 100 pl alicote in fiecare dintre minimum doud
godeuri ale placii de microtitrare (de exemplu, Nunc-
Polysorp sau echivalent) si se incubeaza o ora la 37 °C sau
peste noapte la 4 °C.

4

=

Se scot extractele din godeuri. Se spald godeurile de trei ori cu
PBS-Tween (apendicele 4), lasand ultima solutie de spalare cel
putin cinci minute in godeuri.

(5) Se prepara dilutia corespunzatoare a antiserului anti-R. solana-
cearum n tampon de saturatie (apendicele 4). Pentru anticorpii
comerciali validati, se folosesc dilutiile recomandate (de
obicei, de doud ori mai concentrate decat titrul).

(6) Se aplica 100 pl in fiecare godeu si se incubeaza o ora la 37 °

(7) Se scoate solutia de anticorpi din godeuri si se spald in confor-
mitate cu cele indicate anterior (punctul 4).

(8) Se prepara dilutia corespunzatoare de conjugati secundari de
anticorpi si de fosfatazd alcalind in tampon de saturatie. Se
adauga 100 pl in fiecare godeu si se incubeaza o ora la 37 °C.

(9) Se scoate conjugatul de anticorpi din godeuri si se spald in
conformitate cu cele indicate anterior (punctul 4).

(10) Se adauga 100 pl de solutie de substrat de fosfataza alcalina
(apendicele 4) in fiecare godeu. Se incubeaza in intuneric la
temperatura ambiantd si se masoara absorbanta la 405 nm la
intervale regulate in termen de 90 de minute.

(b) DAS-ELISA

(1) Se prepara dilutia corespunzitoare de imunoglobuline poli-
clonale anti-R. solanacearum in tampon concentrat cu pH 9,6
(apendicele 4). Se adaugd 200 pl in fiecare godeu. Se incubeaza
timp de patru-cinci ore la 37 °C sau timp de 16 ore la 4 °C.

(2) Se spala godeurile de trei ori cu PBS-Tween (apendicele 4).

Se adauga 190 pl de extract de esantion in cel putin doua
godeuri. De asemenea, se adaugd esantioane de control
pozitiv si negativ in doud godeuri pe fiecare placa. Se
incubeaza timp de saisprezece ore la 4 °C.

(3) Se spala godeurile de trei ori cu PBS-Tween (apendicele 4).
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9.1.

9.2.

9.2.1.

9.2.2.

(4) Se prepard o dilutie corespunzitoare de anticorpi monoclonali
specifici R. solanacearum in PBS (apendicele 4) continand, de
asemenea, 0,5 % seralbumina bovina (BSA) si se adauga 190 pl
in fiecare godeu. Se incubeazd doua ore la 37 °C.

6

~

Se spala godeurile de trei ori cu PBS-Tween (apendicele 4).

(6) Se prepard o dilutie corespunzitoare de imunoglobuline anti-
soarece conjugate cu fosfatazd alcalinda in PBS. Se adaugi
190 pl in fiecare godeu. Se incubeaza doud ore la 37 °C.

(7

~

Se spala godeurile de trei ori cu PBS-Tween (apendicele 4).

(8) Se prepard o solutie de substrat al fosfatazei alcaline contindnd
1 mg de p-nitrofenil fosfat pe ml de substantd tamponata (apen-
dicele 4). Se adauga 200 pl in fiecare godeu. Se incubeazd in
intuneric la temperatura ambianta si se masoara absorbanta la 40
nm la intervale regulate in termen de 90 de minute.

Interpretarea rezultatelor testelor ELISA

Testul ELISA este negativ atunci cand densitatea optica (DO) medie a
godeurilor esantionului dublu este mai micd decat densitatea optica
dubla a godeurilor controlului negativ, cu conditia ca densitatea optica
a controlului pozitiv sa fie intotdeauna mai mare decat 1,0 (dupa 90 de
minute de incubare cu substratul) si mai mare decat DO dubla obtinuta
pentru extractele de esantioane de control negativ.

Testul ELISA este pozitiv atunci cand densitatea optica (DO) medie a
godeurilor esantionului dublu este mai mare decat densitatea optica
dubld a godeurilor controlului negativ, cu conditia ca DO pentru toate
godeurile esantioanelor de control negativ sa fie mai micé decat de doua
ori DO obtinuta pentru godeurile esantioanelor de control pozitiv.

O lectura negativa ELISA 1n godeurile esantioanelor de control pozitiv
indica faptul ca testul nu a fost efectuat corect sau ca a fost inhibat. O
lectura ELISA pozitivd in godeurile esantioanelor de control negativ
indicd o contaminare incrucisata sau o legaturd de anticorpi nespecifica.

Testul biologic

Nota: Testele preliminare efectuate in conformitate cu aceasta metoda
trebuie si permiti o detectare reproductibild a 103-10* celule formand
colonii de R. solanacearum per ml adaugate la extractele de esantioane
care au dat anterior rezultate negative (preparare: a se vedea apendicele 3).

Poate fi atins gradul de sensibilitate cel mai mare atunci cand se
folosesc extracte de esantioane proaspat preparate si in conditii optime
de crestere. Cu toate acestea, metoda se poate aplica cu succes
extractelor pastrate sub glicerol la o temperaturda cuprinsa intre —68 si
-86 °C.

Urmatorul protocol se bazeazd pe protocolul Janse (1988):

Se utilizeaza zece plante de test ale unui cultivar de tomata sensibil (de
exemplu, Moneymaker sau un cultivar cu o sensibilitate echivalentd
stabilitd in laboratorul de testare) in stadiul celei de-a treia frunze
adevarate pentru fiecare esantion. Pentru detalii privind cultura, a se
vedea apendicele 8. De asemenea, se pot utiliza vinete (de exemplu,
Black Beauty sau cultivari cu o sensibilitate echivalenta), alegand numai
plante in stadiul celei de-a doua sau a treia frunze pana la dezvoltarea
completa a celei de-a treia frunze adevarate. Cu toate acestea, s-a
constatat ca simptomele sunt mai putin grave si se dezvolta mai incet
la plantele de vanatd. Prin urmare, atunci cind este posibil, se
recomanda utilizarea plantulelor de tomata.

Se distribuie 100 pl de extract intre plantele de test.
Inoculare prin injectare

Cu ajutorul unei seringi cu ac hipodermic (minimum 23G) se inoculeaza
in tulpina plantei chiar deasupra cotiledoanelor. Se repartizeazd esan-
tionul intre plantele test.

Inoculare prin incizie

Se tine planta intre doud degete si se pipeteazd pe tulpina, intre coti-
ledoane si prima frunza, o picatura (circa 5-10 pl) de extract concentrat
suspendat.
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9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

9.7.

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

Se inchide incizia aplicand vaselina sterila cu ajutorul unei seringi.

Prin aceeasi tehnica, se inoculeaza cinci plantule cu o suspensie apoasa
de 10°-10° celule pe ml dintr-o susi virulenti de patruzeci si opt de ore
din biovar 2 de R. solanacearum drept control pozitiv si cu tampon de
concentrare (apendicele 4) drept control negativ. Se separd plantele de
control pozitiv si negativ de celelalte plante pentru a evita contaminarile
incrucisate.

Plantele test se cresc in incéperi de carantina pana la patru saptamani la
25-30 °C si umiditate relativd mare, stropindu-le in mod corespunzator
pentru a preveni o suprasaturare hidrica sau ofilirea din lipsa de apa.
Pentru a evita contaminarea, plantele de control pozitiv si negativ se
incubeazd separat in standuri separate in mod corespunzator intr-o sera
sau camera de cultivare sau, in cazul in care spatiul este limitat, se
asigura o separare strictd intre metodele de tratare. Atunci cand
plantele apartinind unor esantioane diferite trebuie incubate fin
apropiere unele de celelalte, trebuie prevazute intre ele ecrane de
separare corespunzitoare. in timpul fertilizarii, stropirii, controlului sau
oricdrei alte manipulari, trebuie luate toate masurile de precautie pentru
a evita o contaminare incrucisata. Este esential ca in serele si camerele
de cultivare sd nu fie insecte, dat fiind faptul ca acestea ar putea
transmite bacteria de la un esantion la altul.

Se observa aparitia simptomelor de ofilire: epinastie, cloroza si/sau
pipernicire.

Se izoleaza de plantele infectate (sectiunea I1.3) si se identifica culturile
purificate de R. solanacearum prezumtiv (sectiunea VI.B).

in cazul in care nu se observi nici un simptom dupi trei siptimani, se
efectueaza un test IF/PCR/de izolare pe un esantion compozit de bucati
de tulpind de 1 cm prelevate de la fiecare planta test chiar deasupra
punctului de inoculare. n cazul in care testul este pozitiv, se efectueazi
un test prin diluare si insdmantare (sectiunea 4.1).

Se identifica orice culturd purificatd de R. solanacearum prezumtiv
(sectiunea VI.B).

Interpretarea rezultatelor testului biologic

Se obtin rezultate valabile ale testului biologic atunci cand plantele de
control pozitiv prezintd simptome tipice, bacteriile pot fi izolate din nou
pe aceste plante si nu se observa nici un simptom la plantele de control
negativ.

Testul biologic este negativ in cazul in care plantele test nu sunt
infectate cu R. solanacearum si cu conditia ca R. solanacearum sa fie
detectata in controalele pozitive.

Testul biologic este pozitiv atunci cand plantele test sunt infectate cu R.
solanacearum.

TESTE DE IDENTIFICARE

Culturile pure prezumtive de R. solanacearum se identificd prin cel
putin unul dintre urmatoarele teste bazate pe principii biologice diferite.

Se includ, dupa caz, suse de referintd cunoscute pentru fiecare test
efectuat (a se vedea apendicele 3).

Teste de identificare enzimatice si de nutritie

Se stabilesc urmatoarele caracteristici fenotipice prezente sau absente
sistematic la R. solanacearum in conformitate cu metodele Lelliott si
Stead (1987), Klement et al. (1990) si Schaad (2001).

Test Rezultat preconizat
Productia de pigmenti fluorescenti -
Incluziuni de poli-B-hidroxibutirat +

Test de oxidare/fermentare (O/F) O+/F—
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2.2.

2.3.
2.4.

3.1

3.2.

3.3.

4.2.

43.

4.4.

5.2.

Test Rezultat preconizat
Activitatea catalazei +
Testul oxidazei de Kovac +
Reducerea nitratului +
Utilizarea citratului +
Crestere la 40 °C -
Crestere in 1 % NaCl +

Crestere in 2 % NaCl —
Activitatea dihidrolazei argininei -
Lichefierea gelatinei -
Hidroliza amidonului -
Hidroliza esculinei -

Productie de levan -

Testul IF

Se prepari o suspensie de circa 10° celule/ml intr-un tampon de imuno-
fluorescentd (apendicele 4).

Se prepard o serie de dilutii duble dintr-un antiser corespunzator (a se
vedea  website-ul  http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main).

Se aplica procedura testului IF (sectiunea VI.A.S).

Pentru ca un test IF sé fie pozitiv, titrul obtinut pentru cultura in imuno-
fluorescenta trebuie si fie echivalent cu cel al controlului pozitiv.

Testul ELISA

Nota: In cazul in care se efectueaza numai doua teste de identificare, nu
se efectueaza alte teste serologice pe langd aceastd metoda.

Se prepari o suspensie de circa 108 celule/ml in PBS 1X (apendicele 4).

Se aplica procedura ELISA corespunzatoare cu un anticorp monoclonal
specific de R. solanacearum.

Un test ELISA este pozitiv atunci cand valoarea ELISA a culturii este
egald cel putin cu jumadtatea celei obtinute pentru controlul pozitiv.

Testul PCR

Se prepari o suspensie de circa 10° celule/ml in api sterili pentru
biologie moleculara.

Se incdlzesc 100 pl din suspensie in tuburi inchise intr-un bloc de
incdlzire sau in baie de abur fierbinte la 100 °C timp de patru
minute. Esantioanele pot fi pastrate apoi la o temperaturd situata intre
—16 si —24 °C pana in momentul in care sunt necesare.

Se aplica procedurile PCR corespunzatoare pentru amplificarea frag-
mentelor tipice de R. solanacearum [a se vedea, de exemplu, Seal et
al. (1993), Pastrik & Maiss (2000), Pastrik et al. (2002), Boudazin ef al.
(1999), Opina et al. (1997), Weller et al. (1999)].

O identificare pozitiva a R. solanacearum se obtine atunci cand frag-
mentele amplificate PCR au aceeasi dimensiune si aceleasi polimorfisme
ale dimensiunii fragmentelor de restrictie ca in cazul celor ale susei de
control pozitiv.

Testul FISH
Se prepard o suspensie de circa 10° celule/ml in apa ultrapura.

Se aplica procedura FISH (sectiunea VI.A.7) cu cel putin doud
oligosonde specifice de R. solanacearum (apendicele 7).
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6.2.
6.3.

7.1.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

Pentru ca un test FISH s fie pozitiv, cultura trebuie si prezinte aceleasi
reactii ca si controlul pozitiv.

Profilul acizilor grasi (FAP)

Se creste cultura timp de 48 ore la 28 °C in mediu tripticaz-soia-agar
(Oxoid).

Se aplica procedura FAP corespunzatoare (Janse, 1991; Stead, 1992).

Pentru ca un test FAP sa fie pozitiv, profilul culturii prezumtive trebuie
sa fie identic cu cel al controlului pozitiv. Prezenta acizilor grasi carac-
teristici 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H si 18:1 20H si absenta 16:0
30H indica prezenta Ralstonia sp.

Metode de caracterizare a susei

Se recomanda o caracterizare a susei prin una dintre urmatoarele metode
pentru fiecare caz nou de izolare a R. solanacearum.

Se includ, dupd caz, suse de referintd cunoscute pentru fiecare test
efectuat (a se vedea apendicele 3).

Determinarea biovarului

Exista diferiti biovari de R. solanacearum in functie de capacitatea lor
de a utiliza si/sau oxida trei zaharuri si trei hexoze alcoolice (Hayward,
1964 si Hayward et al, 1990). Mediile de crestere pentru testul
biovarului sunt descrise in apendicele 2. Testul poate fi realizat
inoculand prin injectarea profunda a mediilor cu culturi pure de izolat
de R. solanacearum si prin incubare la 28 °C. in cazul in care mediile
sunt repartizate pe placi de cultura cu 96 de godeuri sterile (200 pl/
godeu), se poate observa o modificare a culorii, in 72 ore, din verde oliv
in galben, ceea ce indica un rezultat pozitiv al testului.

Biovar
1 2 3 4 5
Utilizarea:
Maltozei _ + + _ +
Lactozei _ + + _ +
D (+) Celobiozei - + + _ +
Manitolului — - + + +
Sorbitolului - - + + _
Dulcitolului _ _ + + _
Teste suplimentare diferentiaza biovarul 2 in subfenotipuri
Biovar 2A . 'Biovar ,2A . ]?iprir 2T
s A T (gasit in Ch1_le si In (gasit in zona
Columbia) tropicald)
Utilizarea trehalozei - + +
Utilizarea mezo-inozitei + - +
Utilizarea D-ribozei - — +
Activitate pectolitica (1) scazuta scazuta ridicata

(") A se vedea Lelliott & Stead (1987)

Amprentd genomicd

Diferentierea moleculard a suselor din complexul R. solanacearum se
poate face prin:

Analiza polimorfismului dimensiunii fragmentelor de restrictiec RFLP
(Cook et al., 1989).

PCR pe secvente repetitive folosind primeri [REP, BOX si ERIC
(Louws et al., 1995; Smith et al., 1995)].
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7.2.3.

7.3.

Analiza polimorfismului dimensiunii fragmentelor de restrictie ampli-
ficate (Van der Wolf et al., 1998).

Metodele PCR

Se pot folosi primeri specifici PCR (Pastrik et al., 2002; a se vedea
apendicele 6) pentru a diferentia susele apartinand diviziunii 1 (biovari
3, 4 si 5) si diviziunii 2 (biovari 1, 2A si 2T) ale R. solanacearum,
astfel cum au fost definite initial de analiza RFLP (Cook et al., 1989) si
secventa 16S a ADNr (Taghavi et al., 1996).

TEST DE CONFIRMARE

Testul de patogenitate trebuie efectuat pentru confirmarea finala a diag-
nosticului de R. solanacearum si pentru evaluarea virulentei culturilor
identificate ca fiind R. solanacearum.

(1) Se prepard un inoculum de circa 106 celule/ml dintr-o culturd de 24-
48 ore de izolat si dintr-o susd corespunzatoare de control pozitiv de
R. solanacearum (de exemplu, NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP
3857; a se vedea apendicele 3).

(2) Se inoculeaza 5-10 plantule de tomatd sau vanata sensibile, la
nivelul celei de a treia frunze adevérate (a se vedea sectiunea VI.
A9).

(3) Se incubeaza pana la doud saptamani la 25-28 °C si intr-o umiditate
relativd crescutd, asigurdnd o stropire corespunzitoare pentru a
preveni suprasaturarea hidrici sau stresul de deshidratare. in cazul
culturilor pure, in 15 zile ar trebui si intervina ofilirea. in absenta
simptomelor la sfarsitul acestei perioade, cultura nu poate fi
confirmata ca fiind o forma patogend a R. solanacearum.

(4) Se observa aparitia simptomelor de ofilire si/sau epinastie, cloroza si
de pipernicire.

(5) Se izoleaza plantele simptomatice indepartdnd o sectiune de tesut
din tulpind la 2 cm deasupra punctului inoculdrii. Se marunteste si
se suspenda intr-un volum mic de apa distilata sterila sau cu un
tampon fosfat de 50 mM (apendicele 4). Se izoleazd suspensia prin
diluare intr-un mediu adecvat, de preferinta mediu selectiv (apen-
dicele 2), se incubeaza timp de 48-72 ore la 28 °C si se observa
formarea coloniilor tipice de R. solanacearum.
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Apendicele 1

Laboratoarele care efectueazi optimizarea si validarea protocoalelor

Laborator (") Loc Tara
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Viena si Linz Austria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgia
Plantedirektoratet Lyngby Danemarca
Central Science Laboratory York Anglia
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Scotia
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Franta
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Franta
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Germania
Pflanzenschutzamt Hannover Hanovra Germania
State Laboratory Dublin Irlanda
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bologna Italia
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Italia
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Térile de Jos
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Tarile de Jos
Direccdo-Geral de Protec¢do das Culturas Lisabona Portugalia
Centro Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spania
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Spania
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Suedia

(") Experti de contact: a se vedea http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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(a) Medii de crestere in general

(b)

Medii pentru izolarea si cultura R. solanacearum

Geloza nutritiva (GN)

Geloza nutritiva (Difco)

Apa distilatd

230 g
1,0 1

Se dizolva ingredientele si se sterilizeazad in autoclava la 121 °C timp de 15

minute.

Geloza cu drojdie — peptona — glucoza (YPGA)

Extract de levura (Difco) 50¢g
Bacto-peptona (Difco) 50¢g
D(+) glucoza (monohidrat) 10,0 g
Bacto-agar (Difco) 150 g
Apa distilata 1,0 1

Se dizolva ingredientele si se sterilizeaza 1n autoclava la 121 °C timp de 15

minute.

Geloza cu zaharozda — peptona (SPA)

Zaharoza 20,0 g
Bacto-peptona (Difco) 50¢g
K2HPO4 05 ¢g
MgSO4«7H20 025 g
Bacto-geloza (Difco) 150 g
Apd distilata 1,01

pH 7,2-7.4

Se dizolva ingredientele si se sterilizeaza in autoclava la 121 °C timp de 15

minute.

Mediul de tetrazoliu Kelman

Acizi casaminici (Difco) 1,0 g
Bacto-peptona (Difco) 10,0 g
Dextroza 50¢g
Bacto-agar (Difco) 150 g
Apa distilata 1,01

Se dizolva ingredientele si se sterilizeaza in autoclava la 121 °C timp de 15
minute.

Se raceste la 50 °C si se adaugd o solutie apoasa sterilizatd prin filtrare de

clorura de 2,3,5-trifeniltetrazoliu (Sigma) pentru obtinerea concentratiei finale
de 50 mg la litru.

Medii de crestere selective validate

Mediu SMSA (Englebrecht, 1994, modificat de Elphinstone et al., 1996)

Mediu de baza

Acizi casaminici (Difco) 1,0 g
Bacto-peptona (Difco) 10,0 g
Glicerol 5,0 ml
Bacto-agar (Difco) (a se vedea nota 2) 150 g
Apa distilata 1,01
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(©)

Se dizolva ingredientele si se sterilizeaza in autoclava la 121 °C timp de 15
minute.

Se raceste la 50 °C si se adauga solutii apoase concentrate, sterilizate prin
filtrare, contindnd urmétoarele ingrediente pentru obtinerea concentratiilor
finale prevazute:

Violet cristalizat (Sigma) 5 mg la litru

Sulfat de polimixind B (Sigma P-1004) 600 000 unitati (circa 100 mg) la
litru

Bacitracina (Sigma B-0125) 1 250 unitati (circa 25 mg) la litru

Cloramfenicol (Sigma C-3175) 5 mg la litru

Penicilina-G (Sigma P-3032)
Clorura de 2,3,5-trifeniltetrazoliu (Sigma) 50 mg la litru

825 unitati (circa 0,5 mg) la litru

Nota:

1. Utilizarea altor reactive decdt cele mentionate anterior poate afecta
cresterea R. solanacearum.

2. Agarul de tip Oxoid nr. 1 poate fi utilizat in loc de Bacto-Agar (Difco).
in acest caz, cresterea R. solanacearum va fi mai lents, dar si cresterea
bacteriilor saprofite concurente ar putea fi, de asemenea, redusa.
Dezvoltarea coloniilor tipice de R. solanacearum poate dura o zi sau
doua in plus, iar coloratia rosie poate fi mai putin pronuntatd decat in
mediu de Bacto-Agar.

3. O crestere a concentratiei de bacitracind la 2 500 de unitati la litru poate
reduce populatiile de bacterii concurente fard a perturba cresterea R.
solanacearum.

Mediile si solutiile concentrate de antibiotice se pastreazd la 4 °C in intuneric
si se folosesc in maximum o luna.

Trebuie asiguratd absenta condensului pe suprafata placilor inainte de
utilizare.

A se evita uscarea excesiva a placilor.

Dupa prepararea fiecarui lot nou de mediu de culturd, trebuie efectuat un
control de calitate prin insimantarea unei suspensii dintr-o culturd de
referintd de R. solanacearum (a se vedea apendicele 3) si observarea
formarii de colonii tipice dupa incubarea la 28 °C timp de 2-5 zile.

Medii de imbogitire validate

Mediu nutritiv SMSA (Elphinstone et al., 1996)

Se prepard ca si pentru mediul selectiv SMSA, dar se elimind Bacto-Agar si
clorura de 2-3-5-tetrazoliu.

Mediu nutritiv modificat Wilbrink (Caruso et al., 2002)

Zaharoza 10 g
Proteoza peptona 5g
K,HPO, 0,5 ¢g
MgSO, 025 ¢g
NaNO; 025 ¢g
Apa distilata 11

Se sterilizeaza in autoclava la 121 °C timp de 15 minute si se raceste la 50 °C.

Se adauga solutii concentrate de antibiotice ca si pentru mediul nutritiv
SMSA.
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Apendicele 3

A. Material de control standardizat disponibil in comert

(a) I[zolate de bacterii

Urmatoarele izolate de bacterii se recomanda spre utilizare in calitate de
material standard de referintd sau control pozitiv (tabelul 1) sau pe
parcursul optimizarii testelor pentru a evita reactii Incrucisate (tabelul
2). Toate susele sunt disponibile in comert la urmatoarele adrese:

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

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

Tarile de Jos.

3. Collection frangaise de bactéries phytopathogénes (CFBP), INRA —
Station de phytobactériologie, Angers, Franta.

Tabelul 1. Gama de referintdi SMT de izolati de R. solanacearum
Cod NCPPB SMT # Alte coduri Tara de origine Biovar
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egipt 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Turcia 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Anglia 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Cipru 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Suedia 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURSS55 Belgia 2
NCPPB 4156 (*) | 71 (*) | PD 2762, CFBP 3857 Tarile de Jos 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Franta 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80 | Portugalia 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Spania 2
NCPPB 4161 76 B3B Germania 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 Statele Unite 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Costa Rica 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, | Columbia 2
SEQ205
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brazilia 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, | Peru 3
SEQ225
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, | Australia 3
HAYO0131a
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, | Sri Lanka 4
CMIb2861
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filipine 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 China 5

(*) A se utiliza ca susd de referinta standard biovarul 2 soiul 3 de R. solanacearum.

Nota: Autenticitatea suselor mentionate anterior poate fi garantatd numai
in cazul in care acestea sunt obtinute dintr-o colectie de culturi autentice.
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Tabelul 2. Gama de referinti SMT de bacterii corelate serologic sau
genetic in vederea utilizarii pentru optimizarea testelor de detectare

Cod NCPPB SMT # Alt cod Identificare
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (')
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. marginalis (')
NCPPB 4164 — CFBP 2227 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 4165 — CFBP 2459 Ralstonia pickettii (?)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii (*)
CSL Pr1150
NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (1)
PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (")
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli (V)
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae (V)
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (")
NCPPB 3726 59 CFBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium (V) () ()
NCPPB 4168 61 CFBP 4619 Enterobacter sp. (')
IPO S339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp (")
NCPPB 4170 63 CFBP 4621 Ochrobactrum anthropi (') (?)
IPO S306
NCPPB 4171 64 CFBP 4622 Curtobacterium sp. (') (?)
IPO 1693
NCPPB 4172 65 IPO 1696a Pseudomonas sp. (1)
NCPPB 4173 — PD 2318 Aureobacterium sp. (%)
NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. (') %)

(") Susa care poate sa provoace in testele serologice (IF si/sau ELISA) o reactie incrucisata cu antiserurile
policlonale.

(®) Susa din care poate fi amplificat produsul PCR in anumite laboratoare avand dimensiuni asemanatoare
celor preconizate la utilizarea primerilor specifici OLI-1 si Y-2 (a se vedea apendicele 6).

(®) Susceptibil sa provoace o reactie incrucisatd in majoritatea testelor, dar cunoscut ca fiind prezent numai
pe banana in Indonezia.

Material de control standardizat disponibil in comert

Urmatorul material de control standardizat poate fi obtinut la colectarea
culturilor NCPPB:

Granule liofilizate de extract din 200 tuberculi de cartof sandtosi in
calitate de control negativ pentru ansamblul testelor.

Granule liofilizate de extract din 200 tuberculi de cartofi sanatosi
continand 103-10* si 10*-10° celule de biovar 2 de R. solanacearum
(de exemplu, susa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) in calitate
de control pozitiv pentru testele serologice si PCR. Intrucét liofilizarea
afecteazd viabilitatea celulelor, acestea nu pot fi folosite drept control
standard pentru testele de izolare sau testele biologice.

Suspensii fixate cu formalind de biovar 2 de R. solanacearum (susa
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) la 10° celule/ml in calitate de
control pozitiv pentru testele serologice.
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B. Pregitirea controalelor pozitive si negative

Se creste timp de 48 ore o susa virulentd de biovar 2 rasa 3 de R. solana-
cearum (de exemplu, susa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) intr-un
mediu general SMSA si se face o suspensie intr-un tampon fosfat 10 mM
pentru a obtine o densitate celulard de circa 2 x 108 ufc/ml. In general,
aceasta se obtine printr-o suspensie usor tulbure echivalenta cu o densitate
opticd de 0,15-600 nm.

Se indeparteazd taloanele de la doud sute de tuberculi prelevati de la o
varietate de cartof cu coaja albd cunoscutd ca fiind neinfectatd cu R. sola-
nacearum.

Taloanele se trateaza dupd metoda obisnuitd si se face o noud suspensie de
extract concentrat in 10 ml

Se pregatesc zece microfiole sterile de 1,5 ml cu 900 pl de extract concentrat
resuspendat.

Se introduc 100 pl din suspensia de R. solanacearum in prima microfiola. Se
omogenizeaza in agitator.

Se stabilesc niveluri decimale de contaminare continuand diluarea in urma-
toarele cinci microfiole.

Cele sase microfiole contaminate vor fi utilizate drept control pozitiv. Cele
patru microfiole necontaminate se vor folosi in calitate de control negativ. Se
eticheteaza microfiolele in consecinta.

Se prepard alicote de 100 pl in microfiole sterile de 1,5 ml pentru a obtine
noud replici din fiecare esantion de control. Se pastreaza intre —16 si —24 °C
pana la utilizare.

Prezenta si nivelul R. solanacearum 1in esantioanele de control trebuie
confirmate in primul rand prin IF.

Pentru testul PCR, se efectueaza o extragere de ADN din esantioanele de
control pozitiv si negativ pentru fiecare serie de esantioane de testare.

Pentru testele IF si FISH, se efectueaza teste asupra esantioanelor de control
pozitiv si negativ pentru fiecare serie de esantioane de testare.

Pentru testele IF si FISH, R. solanacearum trebuie detectat in cel putin 10° si
10* celule/ml de control pozitiv si in nici un esantion de control negativ.
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Apendicele 4

Tampoane pentru procedura de testare

GENERALITATI: tampoanele sterilizate nedeschise pot fi pastrate pana la un an.

1.

1.1.

1.2.

2.2.

2.3.

Tampoane pentru procedura de extractie
Tampon de extractie (50 mM tampon fosfat, pH 7,0)

Acest tampon este utilizat pentru extractia bacteriei din tesuturile plantei
prin omogenizare sau agitare.

Na,HPO, 426 g
KH,PO, 272 g
Apa distilata 1,001

Se dizolva ingredientele, se verifica pH-ul si se sterilizeaza in autoclava la
121 °C timp de 15 minute.

Utilizarea urmatorilor compusi suplimentari poate fi utila:

Utilizare Cantitate (la I)
Fulgi de Lubrol Peptizant (*) 0,5¢g
Silicon antispumant DC Agent antispumant (*) 1,0 ml
Pirofosfat tetrasodic Antioxidant 1,0 g
Polivinilpirolidond-40000 Legarea inhibitorilor PCR 50¢g

(PVP-40)
(*) A se utiliza cu metoda de extractie prin omogenizare.

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

Acest tampon este utilizat pentru resuspendarea si dilutia extractelor de
taloane de tuberculi de cartof ca urmare a concentrdrii in extract
concentrat prin centrifugare.

Na,HPO412H,0 2,7 g
NaH,P042H,0 04 ¢g
Apa distilata 1,0 1

Se dizolva ingredientele, se verificd pH-ul si se sterilizeaza in autoclava la
121 °C timp de 15 minute.

Tampoane pentru testul de imunofluorescenti
Tampon IF: 10 mM PBS, pH 7,2

Acest tampon este utilizat pentru diluarea anticorpilor.

Na,HPO4*12H,0 2,7 g
NaH,P042H,0 04 ¢g
NaCl 80 g
Apa distilata 1,01

Se dizolva ingredientele, se verificd pH-ul si se sterilizeaza in autoclava la
121 °C timp de 15 minute.

Tampon IF-Tween

Acest tampon este utilizat pentru spélarea lamelor.
Se adauga 0,1 % Tween 20 la tamponul IF.
Glicerol tamponat fosfatic, pH 7,6

Acest tampon este utilizat ca fluid de suport la ferestrele lamei IF pentru
marirea fluorescentei.

NazHPO4.’12H20 3,2 g
NaH,PO,+2H,0 0,15 g
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Glicerol

Apa distilata

50 ml
100 ml

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

Tampoane pentru testul ELISA indirect

Tampon de acoperire dublu concentrat, pH 9,6

N32CO3
NaHCO3

Apa distilata

6,36 g
1,72 g
1,001

Se dizolva ingredientele, se verifica pH-ul si se sterilizeaza in autoclava la

121 °C timp de 15 minute.

Poate fi adaugat sulfit de sodiu (0,2 %) ca antioxidant pentru a impiedica
constituirea de compusi aromatici oxidati.

10X tampon de fosfat salin (PBS), pH 7,4

NaCl

KH,PO,
Na,yHPO,+12H,0
KCl1

Apa distilata

PBS-Tween

10X PBS
10 % Tween 20
Apa distilata

80,0 g
20¢g
29,0 g
20 g
1,0 1

100 ml
5 ml
895 ml

Tampon de blocare (anticorpi) (trebuie preparat proaspat)

10X PBS
Polivinilpirolidona-44000 (PVP-44)
10 % Tween 20

Lapte praf

Apa distilatd

10,0 ml

20¢g

0,5 ml

0,5¢g

pana la 100 ml

Solutie de substrat de fosfatazad alcalind, pH 9,8

Dietanolamina

Apa distilata

97 ml
800 ml

Se amesteca si se ajusteaza la pH 9,8 cu acid clorhidric (HCI) concentrat.

Se adauga apd distilata pana la 1 litru.

Se adauga 0,2 g MgCl,.

Se dizolva doua tablete de 5 mg de substrat de fosfatazad (Sigma) la 15 ml

de solutie.

Tampoane pentru testul DASI ELISA

Tampon de acoperire dublu concentrat, pH 9,6

N8.2CO3
NaHCO;
Apa distilata

1,59 g
293 g
1 000 ml

Se dizolva ingredientele si se verifica pH-ul.
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4.2.

4.3.

44.

10X tampon de fosfat salin (PBS), pH 7,2-7,4

NaCl 80,0 g
NaH2PO4'2H20 4,0 g
Na,HPO412H,0 27,0 g
Apa distilata 1 000 ml
PBS-Tween

10X PBS 50 ml
10 % Tween 20 5 ml
Apa distilata 950 ml

Tampon de substrat, pH 9,8

Dietanolamina 100 ml
Apa distilata 900 ml

Se amesteca si se ajusteaza la pH 9,8 cu acid clorhidric (HCI).
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Apendicele 5

Stabilirea gradului de contaminare in testele IF si FISH

. Se calculeazd numarul mediu de celule fluorescente tipice pe camp (c).

. Se calculeaza numarul de celule fluorescente tipice pe fereastra de lama de

microscop (C).

C=cxS/s
unde S = suprafata (S) a ferestrei lamei cu multe godeuri
si s = suprafata (s) a cdmpului obiectivului
s =mi2/4G?K2 unde i = coeficientul de camp (depinde de tipul
ocularului si variaza de la 8 la 24)
K = coeficientul tubului (1 sau 1,25)

G = grosisment (de 100 de ori, 40 de ori
etc.) obiectiv.

. Se calculeazd numarul de celule fluorescente tipice pe ml de extract concentrat

resuspendat (N).
N =Cx1000/y x F
unde = volumul de extract concentrat resuspendat per fereastra

y
si F = factorul de dilutie al extractului concentrat resuspendat
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Apendicele 6

Protocoale PCR si reactivi validati

Notdi: Testele preliminare trebuie si permitd detectarea reproductibild a 103-10*
celule de R. solanacearum pe ml de extract de esantion.

De asemenea, testele preliminare nu trebuie si indice rezultate pozitive false cu o
gama de suse bacteriene selectionate (a se vedea apendicele 3).

1. Protocolul PCR Seal et al. (1993)

1.1.  Secventa de primer de oligonucleotide
Primer sens OLI-1 5'-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3'
Primer antisens Y-2 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’

Dimensiunea prevazutd a amplimerului matricei ADN de R. solanacearum =
288 bp

1.2.  Amestecul reactiv pentru PCR

Reactiv Cantitate per reactie|  Concentratie finala
Apa ultrapura sterild 17,65 pl
Tampon PCR x 10 (!) (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
Amestec ANTP (20 mM) 0,25 wl 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 pM) 1,25 ul 1 M
Primer Y-2 (20 uM) 1,25 pl 1 uM
Polimeraza Taq (5 U/ul) () 0,1 wl 05U
Volumul esantionului 2,0 ul

Volum total 25 ul

(") Metoda a fost validata prin polimeraza Taq de PerkinElmer (AmpliTaq) si Gibco BRL.

1.3.  Conditiile reactiei PCR

Se urmeaza procedura:

1 ciclu de: @) 2 minute la 96 °C: denaturarea matricei ADN
35 cicluri de: (ii)) 20 secunde la 94 °C: denaturarea matricei ADN
(iii) 20 secunde la 68 °C: hibridizare cu primeri
(iv) 30 secunde la 72 °C: extinderea ADN suplimentar
1 ciclu de: ) 10 minute la 72 °C (extinderea finala)

(vi)  Se mentine la 4 °C.

Nota: Acest program a fost optimizat pentru o utilizare cu ciclorul termic
PerkinElmer 9600. Poate fi necesara o modificare a duratei ciclurilor (ii),
(iii) si (iv) pentru o utilizare cu alte modele.

1.4.  Analiza restrictiei enzimatice a amplimerului

Fragmentele PCR amplificate de ADN de R. solanacearum produc un
polimorfism distinct al dimensiunii fragmentelor de restrictie dupa
incubare la 37 °C cu enzima Ava II.

2. Protocolul PCR Pastrik & Maiss (2000)

2.1. Secventa de primer de oligonucleotide

Primer sens Ps-1 5'-agt cga acg gea geg ggg g-3'

Primer antisens Ps-2 5'-ggg gat ttc aca tcg gte ttg ca-3’

Dimensiunea prevazutd a amplimerului matricei ADN de R. solanacearum =
553 bp.



1998L0057 — RO — 30.07.2006 — 001.001 — 62

2.2.

2.3.

2.4.

3.2.

Amestecul reactiv pentru PCR

Reactiv Cantitate per reactie Concentratie finali
Apa ultrapura sterild 16,025 ul
Tampon PCR x 10 (') 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fractiune V) (10 %) 0,25 ul 0,1 %
Amestec dNTP (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer Ps-1 (10 uM) 0,5 0,2 uM
Primer Ps-2 (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Polimeraza Taq (5 U/ul) (1) 0,1 pl 05U
Volumul esantionului 5,0 pul

Volum total 25,0 ul

(") Metodele au fost validate prin polimeraza Taq de PerkinElmer (AmpliTaq) si Gibco BRL.
Nota: Optimizata initial pentru ciclorul termic MJ Research PTC 200 prin polimeraza Taq Gibco.
AmpliTaq de PerkinElmer si tamponul pot fi utilizate, de asemenea, la aceleasi niveluri de concentratie.

Conditiile reactiei PCR

Se urmeaza procedura:

1 ciclu de: @) 5 minute la 95 °C: denaturarea matricei ADN
35 cicluri de: (ii)) 30 secunde la 95 °C: denaturarea matricei ADN
(ii)) 30 secunde la 68 °C: hibridizare cu primeri
(iv) 45 secunde la 72 °C: extinderea ADN suplimentar
1 ciclu de: (v) 5 minute la 72 °C (extinderea finala)

(vi)  Se mentine la 4 °C.

Nota: Acest program a fost optimizat pentru o utilizare cu ciclorul termic
MJ Research PTC 200. Poate fi necesara o modificare a duratei ciclurilor
(ii), (iil) si (iv) pentru o utilizare cu alte modele.

Analiza restrictiei enzimatice a amplimerului

Produsele PCR amplificate de ADN de R. solanacearum produc un poli-
morfism distinct al dimensiunii fragmentelor de restrictie dupa incubare la
65 °C cu enzima Tag I timp de 30 de minute. Fragmentele de restrictie
obtinute din fragmentul specific de R. solanacearum au o lungime de 457
bp si de 96 bp.

Protocolul PCR compus, cu control intern al PCR (Pastrik ef al., 2002)

Secventa de primer de oligonucleotide

Primer sens Rs-1-F 5-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3’
Primer antisens Rs-1-R  5'-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3'

Primer sens Ns-5-F 5-AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAA G-3’
Primer antisens Ns-6-R  5’-GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC-3'

Dimensiunea prevazuta a amplimerului matricei ADN de R. solanacearum =
718 bp (in prezenta primerului Rs)

Dimensiunea prevazutd a amplimerului controlului intern al PCR de 18S
ARNr = 310 bp (in prezenta primerului Ns)

Amestecul reactiv pentru PCR

Reactiv Cantitate per reactie Concentratie finald
Apa ultrapurd sterild 12,625 pl
Tampon PCR x 10 (') (1,5 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
mM MgCl,)
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3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

Reactiv Cantitate per reactie Concentratie finald

BSA (fractiune V) (10 %) 0,25 wl 0,1 %
Amestec dNTP (20 mM) 0,125 wl 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 pM) 2,0 ul 0,8 uM
Primer Rs-1-R (10 pM) 2,0 ul 0,8 uM
Primer Ns-5-F (10 uM) (%) 0,15 wl 0,06 uM
Primer Ns-6-R (10 uM) (%) 0,15 ul 0,06 uM
Polimeraza Taq (5 U/ul) () 0,2 ul 1,0 U
Volumul esantionului 5,0 pl

Volum total 25,0 wl

(") Metodele au fost validate prin polimeraza Taq de PerkinElmer (AmpliTaq) si Gibco BRL.

(®») Concentratiile primerilor Ns-5-F si Ns-6-R au fost optimizate pentru extractia miezurilor de taloane
de cartof prin metoda de omogenizare si purificare a ADN Pastrik (2000) (a se vedea sectiunea VI.
A.6.1.a). Va fi nevoie de o noud optimizare a concentratiilor de reactivi in cazul in care se aplica
extractia prin agitare sau prin alte metode de izolare a ADN.

Conditiile reactiei PCR

Se urmeaza procedura:

1 ciclu de: @) S minute la 95 °C: denaturarea matricei ADN
35 cicluri de: (ii)) 30 secunde la 95 °C: denaturarea matricei ADN
(i) 30 secunde la 58 °C: hibridizare cu primeri
(iv) 45 secunde la 72 °C: extinderea ADN suplimentar
1 ciclu de: W) S minute la 72 °C (extinderea finala)

(vi)  Se mentine la 4 °C.

Nota: Acest program a fost optimizat pentru o utilizare cu ciclorul termic
MIJ Research PTC 200. Poate fi necesara o modificare a duratei ciclurilor
(ii), (iii) si (iv) pentru utilizarea cu alte modele.

Analiza restrictiei enzimatice a amplimerului

Produsele PCR amplificate de ADN de R. solanacearum produc un poli-
morfism distinct al dimensiunii fragmentelor de restrictie dupa incubare la
65 °C cu enzima Bsm Isau un izoschizomer (de exemplu, Mva 1269 I)
timp de 30 de minute.

Protocolul PCR specific biovarului de R. solanacearum (Pastrik et al.,
2001)

Secventa de primer de oligonucleotide

Primer sens 5-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3'
Rs-1-F

Primer antisens 5-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3'
Rs-1-R

Primer antisens 5-TTC ACG GCA AGA TCG CTC-3’
Rs-3-R

Dimensiunea prevazutd a amplimerului matricei ADN de R. solana-
cearum:

cuRs — 1 —F/Rs—1 —R =718 bp
cuRs — 1 —F/Rs —3 — R =716 bp.
Amestecul reactiv pentru PCR

(a) PCR specific biovarului 1/2
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Reactiv Cantitate per reactie Concentratie finald

Apa ultrapura sterila 12,925 pl
Tampon PCR x 10 (%) 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fractiune V) (10 %) 0,25 wl 0,1 %
Amestec dNTP (20 mM) 0,125 wl 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 uM) 2 ul 0,8 uM
Primer Rs-1-R (10 uM) 2 ul 0,8 uM
Polimeraza Taq (5 U/ul) () 0,2 wl 1U
Volumul esantionului 5,0 pl

Volum total 25,0 wl

(") Metodele au fost validate prin polimeraza Taq PerkinElmer (AmpliTaq) si Gibco BRL.

(b) PCR specific biovarului 3/4/5

Reactiv Cantitate per reactie Concentratie finalda

Apa ultrapura sterild 14,925 ul
Tampon PCR x 10 () 2,5 ul 1 x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fractiune V) (10 %) 0,25 wl 0,1 %
Amestec dNTP (20 mM) 0,125 wl 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 uM) 1 pl 0,4 uM
Primer Rs-3-R (10 pM) 1wl 0,4 uM
Polimeraza Taq (5 U/ul) () 0,2 wl 10
Volumul esantionului 5,0 ul

Volum total 25,0 ul

(') Metodele au fost validate prin polimeraza Taq PerkinElmer (AmpliTaq) si Gibco BRL.

4.3.  Conditiile reactiei PCR

Se urmeazd procedura descrisd in continuare pentru reactiile specifice
biovarului 1/2 si biovarului 3/4/5:

1 ciclu de: (6] 5 minute la 95 °C: denaturarea matricei ADN
35 cicluri de: (ii)) 30 secunde la 95 °C: denaturarea matricei ADN
(i) 30 secunde la 58 °C: hibridizare cu primeri
(iv) 45 secunde la 72 °C: extinderea ADN suplimentar
1 ciclu de: ) S minute la 72 °C (extinderea finala)
(vi)  Se mentine la 4 °C.

Nota: Acest program a fost optimizat pentru o utilizare cu ciclorul termic
M1J Research PTC 200. Poate fi necesard o modificare a duratei ciclurilor
(ii), (iii) si (iv) pentru utilizarea cu alte modele.

4.4. Analiza restrictiei enzimatice a amplimerului

Produsele PCR amplificate de ADN de R. solanacearum utilizand primerii
Rs-1-F si Rs-1-R produc un polimorfism distinct al dimensiunii frag-
mentelor de restrictie dupd incubare la 65 °C cu enzima Bsm I sau un
izoschizomer (de exemplu, Mva 1269 1) timp de 30 de minute. Produsele
PCR amplificate de ADN de R. solanacearum utilizand primerii Rs-1-F si
Rs-3-R nu au puncte de restrictie.
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5.2.

Prepararea tamponului de incarcare

Albastru de bromfenol (solutie concentrati de 10 %)

Albastru de bromfenol Sg
Apa distilata (bidest) 50 ml

Tampon de incércare

Glicerol (86 %) 3,5 ml
Albastru de bromfenol (5.1) 300 ul
Apa distilata (bidest) 6,2 ml

Tampon triacetat EDTA (TAE) 10 x, pH 8,0

Tampon TRIS 48,40 g
Acid acetic glacial 11,42 ml
EDTA (sare disodicd) 372 g
Apa distilata 1,00 1

Inainte de utilizare se dilueaza pani la 1 x.

De asemenea, este disponibil in comert (de exemplu, Invitrogen sau echi-
valent).
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1.

Apendicele 7

Reactivi validati pentru testul FISH

Oligosonde

Sonda OLI-1-CY3 specifica R. solanacearum: 5'-ggc agg tag caa gct acc ccc-3'
Sonda eubacteriana EUB-338-FITC nespecifica: 5'-gct gee tce cgt agg agt-3'

Solutia de fixare

[ATENTIE! FIXATIVUL CONTINE PARAFORMALDEHIDA, CARE ESTE
TOXICA. SE POARTA MANUSI §SI NU SE INHALEAZA. SE
RECOMANDA SA SE LUCREZE INTR-O HOTA CHIMICA.]

(1) Se incalzesc 9 ml de apa pentru biologie moleculard (de exemplu, apa
ultrapurd) la circa 60 °C si se adauga 0,4 g de paraformaldehida. Para-
formaldehida se dizolva dupa adaugarea a cinci picaturi de 1N NaOH si
amestecarea cu un agitator magnetic.

(i1) Se ajusteaza pH-ul la 7,0 prin adaugarea a 1 ml de tampon fosfat 0,1 M
(PB; pH 7,0) si cinci picaturi de 1 N HCI. Se verifica pH-ul cu benzi
indicatoare si se ajusteazd, atunci cand este necesar, cu HCI sau NaOH.
[ATENTIE! NU SE FOLOSESTE PH-METRUL IN SOLUTI CARE
CONTIN PARAF ORMALDEHIDA.]

(iii) Se filtreaza solutia printr-un filtru cu membrana de 0,22 pum si se
protejeaza de praf la 4 °C pana la utilizare.

Hibmix 3 x

NaCl 2,7 M

Tris/HCI 60 mM (pH 7,4)
EDTA (filtru sterilizat in autoclava) 15 mM

Se dilueaza pana la 1 x, dupa cum este prevazut.

Solutie de hibridizare

Hibmix 1 x

Dodecilsulfat de sodiu (DSS) 0,01 %
Formamida 30 %
Sonda EUB 338 S ng/ul
Sonda OLI-1 sau OLI-2 5 ng/ul

Se prepara cantitati de solutie de hibridizare in conformitate cu calculul din
tabelul 1. Pentru fiecare lama (contindnd doud dubluri de esantioane diferite),
este nevoie de 90 pl de solutie de hibridizare. IMPORTANT: FORMAMIDA
ESTE FOARTE TOXICA. PRIN URMARE, SE POARTA MANUSI SI SE IAU
MASURILE DE SIGURANTA NECESARE!

Tabelul 1. Cantitati recomandate pentru prepararea amestecului de hibridizare

Numdrul de lame 1 4 6 8 10
Apa ultrapura sterila 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
Hibmix 3X 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
Dodecilsulfat de sodiu (DSS) de 1 % 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamida 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
Sonda EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Sondd OLI-1 sau OLI-2 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Volum total (pl) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Nota: Toate solutiile care contin oligosonde sensibile la lumina se pastreaza in intuneric, la —20 °C.

Se protejeaza de lumina directd a soarelui sau de lumina electrica directa in timpul utilizarii.
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5. Tampon M fosfat 0,1 M, pH 7,0

Na,HPO, 852 ¢
KH,PO, 544 g
Apa distilatd 1,00 1

Se dizolva ingredientele, se verificd pH-ul si se sterilizeaza in autoclava la
121 °C timp de 15 minute.
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Apendicele 8

Conditii de culturd pentru vinete si tomate

Se planteaza seminte de tomate (Lycopersicon esculentum) si de vinete (Solanum
melongena) in pamant de serd pasteurizat. Se rasidesc plantulele in pamant
pentru flori pasteurizat atunci cand cotiledoanele sunt dezvoltate in totalitate

(10-14 zile).

Vinetele sau tomatele trebuie cultivate in serd, nainte de inoculare, in urma-

toarele conditii de mediu:

Durata zilei:

Temperatura:

Varietatea sensibila de tomata:

Varietatea sensibila de vanata:

Furnizori:

14 ore sau durata naturala a zilei atunci cand
este mai mare

ziua: 21-24 °C
noaptea: 14-18 °C

,Moneymaker”
,»Black Beauty”

a se vedea website-ul http:/forum.europa.eu.int/
Public/irc/sanco/Home/main
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ANEXA 1l

. Pentru fiecare aparitic suspectatd pentru care a fost identificat un rezultat

pozitiv in testul sau testele de selectie in conformitate cu metodele
prevazute in anexa II pentru materialul vegetal mentionat si in toate
celelalte cazuri, pentru care este asteptatd confirmarea sau infirmarea, ar
trebui sa se pastreze si sd se conserve in mod corespunzitor, pani la fina-
lizarea metodelor respective:

— toti tuberculii care fac parte din esantion si, in mésura in care este posibil,
toate plantele care fac parte din esantion;

— orice rest de extract si material preparat suplimentar pentru testul sau
testele de selectie, de exemplu lamele preparate pentru testele de imuno-
fluorescenta si

— toatd documentatia relevanta.

Conservarea tuberculilor va permite, dupd caz, testarea varietatilor.

. In cazul confirmarii prezentei organismului, ar trebui sa se pastreze si sd se

conserve in conditii corespunzatoare, timp de cel putin o lund dupa procedura
de notificare prevazuta la articolul 5 alineatul (2):

— materialul prevazut la punctul 1 si

— un esantion din tomata sau vandta contaminatd inoculatd cu extractul de
tubercul sau planta, dupa caz, si

— cultura izolata a organismului.
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ANEXA IV

Elementele din ancheta prevazuta la articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (i)
includ, atunci cand sunt relevante:

(1) locurile de productie:

(i)

— care cultivd sau au cultivat cartofi care sunt inruditi prin clonare cu
cartofi depistati ca fiind contaminati cu organismul;

— care cultiva sau au cultivat tomate care sunt din aceeasi sursa ca tomatele
depistate ca fiind contaminate cu organismul;

— care cultivd sau au cultivat cartofi sau tomate care au fost puse sub
control oficial datoritd aparitiei suspectate a organismului;

— care cultivd sau au cultivat cartofi care sunt inruditi prin clonare cu
cartofi care au fost cultivati in locuri de productie depistate ca fiind
contaminate cu organismul;

— care cultivd cartofi sau tomate si care sunt situate in vecindtatea unor
locuri de productie contaminate, mai ales acele locuri care folosesc
impreuna material si instalatii de productie fie direct, fie indirect prin
intermediul unui contractant comun;

— care utilizeaza pentru irigare sau tratare prin pulverizare ape de suprafata
din orice sursd confirmatd sau suspectatd a fi contaminatd cu organismul;

— care utilizeaza pentru irigare sau tratare prin pulverizare ape de suprafatd
dintr-o sursd folosita in comun cu locuri de productie confirmate sau
suspectate a fi contaminate cu organismul;

— care sunt sau au fost inundate cu ape de suprafatd confirmate sau
suspectate a fi contaminate cu organismul

si

ape de suprafatd utilizate la irigare sau tratare prin pulverizare sau care au
inundat unul sau mai multe cAmpuri sau locuri de productie confirmate ca
fiind contaminate cu organismul respectiv.
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ANEXA V

1. Elementele care determind amploarea raspandirii probabile in conformitate cu
articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (iii) si litera (c) punctul (iii) includ:

— materialul vegetal enumerat cultivat intr-un loc de productie declarat ca
fiind contaminat in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a)
punctul (ii);

— locul sau locurile de productie care au legiturd cu materialul vegetal
enumerat declarat ca fiind contaminat in conformitate cu articolul 5
alineatul (1) litera (a) punctul (ii), inclusiv cele care folosesc impreuna
echipamente si instalatii de productie fie direct, fie printr-un contractant
comun;

— materialul vegetal enumerat produs in locul sau locurile de productie
prevazute la liniuta precedentd sau prezent in aceste locuri de productie
in timpul perioadei in care materialul vegetal enumerat declarat ca fiind
contaminat in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (ii)
a fost prezent la locul de productie previdzut la prima liniuta;

— depozitele care manipuleazd materialul vegetal enumerat provenit din
locurile de productie mentionate la liniutele precedente;

— orice material, vehicul, cladire, depozit sau unititi ale acestora, precum si
orice alt obiect, inclusiv materialul de ambalare, care ar fi putut intra in
contact cu materialul vegetal enumerat declarat ca fiind contaminat in
conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (ii);

— oricare material vegetal enumerat depozitat sau in contact cu oricare dintre
echipamentele sau obiectele mentionate la liniuta precedenta, inainte de
curdtarea si decontaminarea acestora;

— ca rezultat al anchetei si testdrilor in conformitate cu articolul 5 alineatul
(1) litera (a) punctul (i), in cazul cartofilor, acei tuberculi sau plante cu o
legatura clonald sau parentald si, in cazul tomatei, plantele cu aceeasi sursa
ca materialul vegetal enumerat declarat ca fiind contaminat in conformitate
cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (ii) si pentru care apare
probabila contaminarea printr-o legdturd clonald, desi rezultatele testarii
privind prezenta organismului pot sa fi fost negative. Se poate efectua
un test de identificare a varietdtii pe tuberculii sau plantele contaminate;

— locul sau locurile de productie a materialului vegetal enumerat prevazut la
liniuta precedenta;

— locul sau locurile de productie a materialului vegetal enumerat care
utilizeaza pentru irigare sau tratare prin pulverizare ape care au fost
declarate ca fiind contaminate in conformitate cu articolul 5 alineatul (1)
litera (c) punctul (ii);

— materialul vegetal enumerat produs in campurile inundate cu ape de
suprafata confirmate ca fiind contaminate cu organismul.

2. Determinarea unei posibile raspandiri in conformitate cu articolul 5 alineatul
(1) litera (a) punctul (iv) si litera (c) punctul (iii) include:

(1) in cazurile prevazute la articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (iv),

— proximitatea altor locuri de productie care cultiva materialul vegetal
enumerat;

— productia si utilizarea comund a stocurilor de cartofi de samanta;

— locurile de productie care utilizeazd ape de suprafatd pentru irigarea
sau tratarea prin pulverizare a materialului vegetal enumerat, in
cazurile in care existd sau a existat riscul de scurgere a apelor de
suprafatd dintr-unul sau mai multe locuri de productie declarate ca
fiind contaminate in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera
(a) punctul (ii) sau un risc de inundare cu acestea;

(i) in cazurile in care apele de suprafatd au fost declarate ca fiind contaminate
in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (c¢) punctul (ii):

— locul sau locurile de productie care produc materialul vegetal
enumerat adiacente sau in pericol de a fi inundate de aceste ape de
suprafata declarate ca fiind contaminate;

— orice bazin de irigare delimitat, asociat cu ape de suprafatd declarate
ca fiind contaminate;
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— intinderile de apd legate cu apele de suprafatd declarate ca fiind
contaminate, tindnd seama de:

— directia si nivelul debitului apei declarate ca fiind contaminata,
— prezenta plantelor gazda salbatice din familia solanaceelor.
3. Notificarea prevazutd la articolul 5 alineatul (2) primul paragraf include:

— imediat dupd confirmarea prezentei organismului prin teste de laborator, in
conformitate cu metodele prevazute in anexa II, cel putin:

— pentru cartofi:
(a) denumirea varietatii lotului;
(b) tipul (consum, samanta etc.) si, dupa caz, categoria semintei;

— pentru plantele de tomate, denumirea varietdtii lotului si, dupa caz,
categoria;

— fard a aduce atingere conditiilor de notificare a unei aparitii suspecte a
organismului prevazute la articolul 4 alineatul (3), statul membru in care a
fost confirmata aparitia, in cazul in care existad riscul de contaminare a
materialului vegetal enumerat provenit din alt stat membru sau alte state
membre sau avand ca destinatie alt stat membru sau alte state membre,
comunica de indatad statului membru respectiv sau statelor membre
respective informatiile necesare pentru a se conforma dispozitiilor arti-
colului 5 alineatul (3), si anume:

(a) denumirea varietatii lotului de cartofi sau tomate;
(b) numele si adresele expeditorului si ale destinatarului;
(c) data de livrare a lotului de cartofi sau tomate;

(d) marimea lotului de cartofi sau tomate livrat;

(e) o copie a pasaportului fitosanitar sau, dupa caz, cel putin numarul
pasaportului fitosanitar sau, dupd caz, numarul de inregistrare al
producatorului sau al distribuitorului si o copie a bonului de livrare.

Statele membre informeazd de indatd Comisia cu privire la comunicarea
acestor informatii.

4. Detaliile notificarii suplimentare prevazute la articolul 5 alineatul (2) al doilea
paragraf includ:

Dupa finalizarea tuturor investigatiilor, pentru fiecare caz:
(a) data la care a fost confirmata contaminarea;

(b) o scurtd descriere a investigatiilor efectuate pentru a identifica sursa si
raspandirea posibild a contamindrii, inclusiv nivelul de esantionare
practicat;

(c) informatii privind sursa sau sursele identificate sau prezumtive de conta-
minare;

(d) precizari privind amploarea contaminarii declarate, inclusiv numarul de
locuri de productie si, pentru cartofi, numarul de loturi cu indicarea
varietatii si, in cazul cartofilor de samantd, categoria acestora;

(e) precizari privind delimitarea zonei, inclusiv numarul de locuri de
productie nedeclarate ca fiind contaminate, dar incluse in zona;

(f) precizari privind apele declarate ca fiind contaminate, inclusiv numele si
amplasarea masei de apa si amploarea declaratiei/interdictiei de irigare;

(g) pentru orice transport sau lot de plante de tomate declarat ca fiind
contaminat, certificatele prevazute la articolul 13 alineatul (1) punctul
(ii) din Directiva 2000/29/CE si numarul pasaportului, in conformitate
cu lista prevazutd in partea A capitolul I punctul 2.2 din anexa V la
Directiva 2000/29/CE;

(h) orice alte informatii privind focarul confirmat pe care Comisia ar putea sa
le solicite.
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1.

ANEXA VI

Dispozitiile articolului 6 alineatul (1) sunt urmatoarele:

— utilizarea ca hrana pentru animale dupa tratament termic, astfel incat sa
nu existe riscul supravietuirii organismului

sau

— eliminarea intr-un loc de eliminare a deseurilor aprobat in mod oficial
unde nu existd nici un risc identificabil de raspandire a organismului in
mediu, de exemplu, prin infiltrarea 1n terenurile agricole sau prin
contactul cu corpuri de apd care ar putea fi utilizate pentru irigarea
terenurilor agricole

sau
— incinerare
sau

— prelucrare industriala prin livrare directd si imediatd catre o intre-
prindere de prelucrare cu instalatii de eliminare a deseurilor aprobate
oficial pentru care s-a stabilit ca nu exista nici un risc identificabil de
raspandire a organismului si care dispune de un sistem de curdtare si
dezinfectare cel putin a vehiculelor care parasesc incinta intreprinderii

sau

— alte masuri, cu conditia sa se fi stabilit cd nu existd nici un risc identi-
ficabil de raspandire a organismului; aceste masuri sunt notificate de
indatd Comisiei si celorlalte state membre.

Orice deseu ramas, legat de procesele mentionate anterior si care rezultd din
acestea, trebuie eliminat in conformitate cu metodele autorizate oficial
prevazute in anexa VII la prezenta directiva.

Utilizarea sau eliminarea corespunzitoare a materialului vegetal enumerat
prevazut la articolul 6 alineatul (2), sub controlul organismelor oficiale
competente ale statului membru sau ale statelor membre in cauzi, cu o
comunicare corespunzitoare intre organismele oficiale competente, astfel
incat sd se asigure acest control in orice moment, precum si aprobarea,
de catre organismul oficial competent al statului membru in care cartofii
urmeaza sd fie ambalati sau prelucrati, a instalatiilor de eliminare a
deseurilor prevazute la prima si a doua liniutd sunt:

(i) pentru tuberculi de cartofi,

— utilizarea lor drept cartofi de consum destinati consumului si
ambalati in locuri cu instalatii corespunzitoare de eliminare a
deseurilor, pregatiti pentru livrare si folosire directa fara reambalare.
Cartofii destinati Insdmantarii pot fi manipulati in acelasi loc numai
in cazul in care manipularea lor se face in mod separat sau dupa
curdtare si dezinfectare

sau

— utilizarea drept cartofi de consum destinati prelucrarii industriale si
produsi pentru livrare directd si imediatd cédtre o intreprindere de
prelucrare echipatd cu instalatii corespunzatoare de eliminare a
deseurilor, precum si cu un sistem de curdtare si dezinfectare cel
putin a vehiculelor care parasesc intreprinderea

sau

— alta utilizare sau eliminare, cu conditia sa se fi stabilit ca nu exista
nici un risc identificabil de raspandire a organismului si sub rezerva
aprobarii de catre respectivele organisme competente oficiale;

(ii) pentru alte parti de plantd, inclusiv tulpina si resturile de frunze,
— distrugerea
sau

— altd utilizare sau eliminare, cu conditia sd se fi constatat cd nu
existd nici un risc identificabil de raspandire a organismului si
sub rezerva aprobdrii de citre respectivele organisme competente
oficiale.
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4.1.

Metodele corespunzitoare de decontaminare a obiectelor prevazute la
articolul 6 alineatul (3) sunt curdtarea si, dupa caz, dezinfectia, astfel
incat sd nu existe nici un risc identificabil de raspandire a organismului
si sunt aplicate sub supravegherea organismelor competente oficiale ale
statelor membre.

Seria de masuri care urmeaza sa fie puse in aplicare de catre statele membre
in cadrul zonei demarcate stabilite In conformitate cu articolul 5 alineatul
(1) litera (a) punctul (iv) si litera (c) punctul (iii) si prevazute la articolul 6
alineatul (4) include:

in cazurile in care locurile de productie au fost declarate ca fiind conta-
minate in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (ii):

(a) intr-un camp sau o unitate de productie de culturd protejata declaratd ca
fiind contaminatd in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a)
punctul (i),

(i) cel putin in decursul ultimilor patru ani de cultivare urmatori conta-
mindrii declarate:

— sunt luate masuri pentru eliminarea plantelor spontane de
cartofi §i tomate, precum si a altor plante gazdd ale orga-
nismului, inclusiv a buruienilor din familia solanacee

si
— nu se planteaza urmatoarele:
— tuberculi, material saditor sau seminte de cartof;
— material saditor sau seminte de tomate;
— tinand seama de caracteristicile biologice ale organismului:
— alte plante gazda;

— plante din specia Brassica pentru care existd un risc iden-
tificat de raspandire a organismului;

— culturi pentru care existd riscul identificat de raspandire a
organismului;

— 1in primul sezon de recoltare a cartofilor sau tomatelor urmand
perioadei mentionate la liniuta precedenta si cu conditia ca acel
camp sa fi fost declarat, in urma inspectiilor oficiale, liber de
plante spontane de cartof sau tomate si alte plante gazda,
inclusiv buruieni din familia solanacee, pentru cel putin
ultimii doi ani consecutivi de culturd anteriori plantarii:

— 1in cazul cartofilor, se va autoriza numai productia de cartofi
pentru consum;

— 1in cazul cartofilor si al tomatelor, tuberculii de cartof sau
plantele de tomate recoltate vor fi testate, dupa caz, in
conformitate cu procedura prevazuta in anexa II;

— 1n sezonul de recoltare a cartofilor sau tomatelor care urmeaza
celui prevazut la liniuta precedentd si urmand un ciclu de
rotatie corespunzator, care este de cel putin doi ani in cazul
in care trebuie cultivati cartofi de sdmantd, se desfasoard o
ancheta oficiala prevazuta la articolul 2 alineatul (1)

sau

(ii) pe parcursul primilor cinci ani de cultivare urmand celui al conta-
minarii declarate,

— sunt luate masuri pentru eliminarea plantelor spontane de
cartofi §i tomate, precum si a altor plante gazdd ale orga-
nismului prezente in mod spontan, inclusiv a buruienilor din
familia solanacee

si

— campul este stabilit si mentinut, pe parcursul primilor trei ani,
intelenit, cultivat cu cereale in conformitate cu riscul identificat,
ca pasune permanentd cu cosire la bazad repetatd, pasune
intensiva sau cu iarbd pentru producerea de seminte, urmat de
plantarea in urmatorii doi ani de plante care nu sunt gazde
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pentru organismul pentru care nu existd un risc identificat de
supravietuire sau raspandire a organismului;

— in primul an de cultivare a cartofilor sau tomatelor urmand
perioadei specificate la liniuta precedenta si cu conditia ca
respectivul camp sa fi fost declarat liber de plante spontane
de cartof si tomatd si de alte plante gazda, inclusiv buruieni
din familia solanacee, pentru cel putin ultimii doi ani conse-
cutivi de culturd anteriori plantarii:

— 1n cazul cartofilor, se autorizeaza numai productia de plante
sau de cartofi destinati consumului;

— tuberculii de cartof sau plantele de tomata recoltate se
testeaza, dupa caz, in conformitate cu procedura prevazuta
in anexa II;

(b) pe toate celelalte campuri ale locului de productie contaminat si cu
conditia ca organismele competente oficiale sa aiba certitudinea ca
riscul reprezentat de plantele spontane de cartof si tomatd si de alte
plante gazda ale organismului, inclusiv buruienile din familia solanacee
prezente in mod spontan, a fost eliminat:

— in anul de cultivare urmand contaminarii declarate:

— nu se planteaza nici un tubercul, plantd, siméantd sau alta planta
gazda a organismului;

sau

— 1in cazul tuberculilor de cartof, cartofii de samanta certificati pot
fi plantati numai pentru productia destinatd consumului;

— 1n cazul tomatelor, rasadul de tomate crescut din seminte care
indeplinesc criteriile prevazute de Directiva 2000/29/CE pentru
productia exclusiva de fructe;

— in al doilea an de cultivare urmand celui in care a fost declarata
contaminarea:

— 1in cazul cartofilor, se planteazd numai cartofi de samanta certi-
ficati sau testati oficial pentru detectarea prezentei ofilirii
bacteriene si cultivati sub control oficial in alte locuri de
productie decat cele prevazute la punctul 4.1 in vederea
producerii de material de inmultire sau cartofi destinati
consumului;

— in cazul tomatelor, numai rasadul de tomate crescut din seminte
care indeplinesc criteriile prevazute de Directiva 2000/29/CE
sau, in cazul inmultirii vegetative a plantelor de tomate
crescute din aceste seminte si cultivate in locuri de productie
sub control oficial, altele decat cele mentionate la punctul 4.1
fie pentru productia de material de inmultire, fie pentru
productia de fructe;

— pentru cel putin al treilea an de cultivare urmand celui in care a fost
declaratd contaminarea,

— 1n cazul cartofilor, se planteaza numai cartofi de samanta certi-
ficati sau cultivati sub control oficial din cartofi de sdmanta
certificati pentru productia de seminte de cartof sau de cartofi
destinati consumului;

— 1n cazul tomatelor, se planteaza numai rasad de tomate crescut
din seminte care indeplinesc criteriile prevdzute de Directiva
2000/29/CE sau plante de tomate cultivate sub control oficial
din acest rasad pentru productia de material de inmultire sau
fructe;

— 1in fiecare dintre anii de cultivare prevazuti la liniutele precedente,
se iau masuri pentru eliminarea plantelor spontane de cartofi si a
altor plante gazdd ale organismului si se desfisoara controale
oficiale ale culturii in perioade adecvate si, pe fiecare camp de
cartofi, cartofii recoltati sunt testati oficial in conformitate cu
procedura prevazutd in anexa II;

(c) imediat dupd declararea contamindrii in conformitate cu articolul 5
alineatul (1) litera (a) punctul (ii) si dupa primul an de cultivare care
urmeaza:
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— toate utilajele si instalatiile de depozitare de la locul de productie
implicate in producerea cartofilor sau tomatelor sunt curatate si, in
cazul in care este necesar, dezinfectate utilizind metode adecvate
prevazute la punctul 3;

— sunt introduse controale oficiale ale programelor de irigare sau
tratare prin pulverizare, inclusiv o interzicere a acestora, In scopul
prevenirii raspandirii organismului;

(d) intr-o unitate de productie de cultura protejatd declaratd ca fiind conta-
minata in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (ii)
unde este posibila inlocuirea completa a mediului de cultura,

— nu se planteaza tuberculi, rasad sau seminte de cartof sau alte plante
gazda ale organismului, inclusiv plantele si semintele de tomate, cu
exceptia cazului in care unitatea de productie respectiva a fost
supusd masurilor avizate oficial de eliminare a organismului si de
indepartare a oricarui material vegetal gazda, inclusiv, cel putin, o
schimbare completd a mediului de culturd, precum si o curdtare si,
dupé caz, dezinfectarea unitatii respective si a intregului echipament
si in care a fost acordata ulterior aprobarea pentru productia de
cartofi sau tomate din partea organismelor oficiale competente
si

— productia de cartofi provine din cartofi de sdmantd certificati sau
din minituberculi sau microplante provenite din surse testate;

— productia de tomate provine din seminte care indeplinesc criteriile
prevazute de Directiva 2000/29/CE sau, in cazul inmultirii vege-
tative, din rasad de tomate provenit din seminte cultivate sub
control oficial;

— sunt introduse controale oficiale asupra programelor de irigare si
tratare prin pulverizare, inclusiv o interzicere a acestora, in cazul in
care este necesar, in scopul prevenirii raspandirii organismului.

42. in cadrul zonei demarcate, firi a aduce atingere masurilor previzute la
punctul 4.1, statele membre:

(a) imediat dupa contaminarea declarata, iau masuri pentru ca toate echi-
pamentele si instalatiile de depozitare la locul de productie implicate in
productia de cartofi sau de tomate sd fie curatate si, in cazul in care
este necesar, dezinfectate in conformitate cu metodele corespunzatoare
prevazute la punctul 3;

(b) imediat dupa declararea contaminarii si timp de cel putin trei ani de
cultivare:

(ba) in cazurile in care zona demarcata a fost determinatd in confor-
mitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (a) punctul (iv):

— asigurd supravegherea, de citre organismele lor competente
oficiale, a instalatiilor de cultivare, depozitare sau de mani-
pulare a tuberculilor de cartofi sau a tomatelor, precum si a
instalatiilor care opereazd sub contract materialul pentru
producerea cartofilor sau a tomatelor;

— solicitd plantarea numai a materialului de inmultire certificat
sau a celui cultivat sub control oficial pentru toate culturile de
cartofi din zona respectivd si testarea culturilor de cartofi de
samantad recoltate in locuri de productie determinate ca fiind
probabil contaminate in conformitate cu articolul 5 alineatul
(1) litera (a) punctul (iii);

— solicitd manipularea separatd a cartofilor de samanta fatd de
cei destinati consumului in toate intreprinderile din zona
respectiva sau punerea in aplicare a unui sistem de curatare
si, dupd caz, de dezinfectie intre procedurile de manipulare a
stocurilor de cartofi de samanta si a celor destinati
consumului;

— solicitd plantarea plantelor de tomate provenite numai din
seminte care indeplinesc criteriile prevazute de Directiva
2000/29/CE sau, in cazul inmultirii vegetative, din rasad
provenit din aceste seminte cultivate sub control oficial,
pentru toate culturile de tomate din zona respectiva;
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— desfasoara anchete oficiale in conformitate cu articolul 2
alineatul (1);

(bb) in cazurile in care apele de suprafatd au fost declarate ca fiind
contaminate in conformitate cu articolul 5 alineatul (1) litera (c)
punctul (ii) sau incluse printre elementele de raspandire posibild a
organismului 1n conformitate cu anexa V punctul 2:

— desfagoard o anchetd anuald in perioade adecvate, inclusiv
esantionarea apelor de suprafatd si, dupd caz, a plantelor
gazda corespunzitoare din familia solanacee din sursele
relevante de apa, precum si teste efectuate in conformitate
cu metodele prevazute in anexa II pentru materialul vegetal
enumerat si pentru celelalte cazuri;

— introduc controale oficiale asupra programelor de irigare si
tratare prin pulverizare, inclusiv o interzicere a utilizarii apei
declarate ca fiind contaminatd pentru irigarea si tratarea prin
pulverizare a materialului vegetal enumerat si, dupa caz, a
altor plante gazda, pentru a preveni raspandirea organismului.
Aceasta interdictie poate fi revizuitd in baza rezultatelor
obtinute in respectiva anchetd anuald, iar declaratiile de conta-
minare pot fi retrase atunci cand autorititile competente sunt
sigure ca apele de suprafatd nu mai sunt contaminate.
Utilizarea apei supuse interdictiei poate fi autorizata sub
control oficial pentru irigare sau tratare prin pulverizare in
cazul in care tehnicile aplicate, autorizate oficial, elimina orga-
nismul si Tmpiedicd raspandirea acestuia;

— 1in cazurile in care efluentii de deseuri lichide sunt contaminati,
introduc controale oficiale asupra eliminarii deseurilor solide
sau lichide din intreprinderile de prelucrare industriald sau de
ambalare care se ocupd de materialul vegetal enumerat;

(c) instituie un program, dupa caz, de inlocuire a tuturor stocurilor de
cartofi de samanta ntr-o perioadd de timp corespunzatoare.
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ANEXA VIl

Metodele de eliminare a deseurilor aprobate oficial, prevazute in anexa VI
alineatul (1), sunt in conformitate cu urmatoarele dispozitii, astfel incat sa se
previna orice risc identificabil de raspandire a organismului:

(i) deseurile din prelucrarea cartofilor si tomatelor (inclusiv cojile de cartofi,
cartofii i tomatele aruncate), precum si orice alt deseu solid asociat cu
cartofii si tomatele (inclusiv solul, pietrele si alte resturi) sunt eliminate:

— Intr-un centru de eliminare a deseurilor aprobat oficial unde nu exista nici
un risc identificabil de raspandire a organismului in mediu, de exemplu,
prin infiltrare in terenurile agricole sau contact cu corpuri de apa care ar
putea fi utilizate pentru irigarea terenurilor agricole. Deseurile sunt trans-
portate direct in locul respectiv in conditii de izolare, astfel incat sd nu
existe riscul pierderii deseurilor

sau
— prin incinerare
sau

— prin orice alte masuri, cu conditia sd existe certitudinea ci acestea nu
prezintd nici un risc identificabil de raspandire a organismului. Aceste
masuri trebuie notificate Comisiei si celorlalte state membre;

(ii) efluenti lichizi: efluentii lichizi care contin solide in suspensie sunt supusi unui
procedeu de filtrare sau de decantare pentru extragerea acestor solide. Solidele
rezultate sunt eliminate in conformitate cu cele prevazute la punctul (i).

Efluentii lichizi sunt ulterior:

— bine incélziti la o temperatura de 60 °C timp de cel putin 30 de minute
nainte de eliminare

sau

— ecliminati in alt mod, sub rezerva aprobarii oficiale si sub control oficial,
astfel incat s nu existe nici un risc identificabil ca deseurile sa intre in
contact cu terenurile agricole sau cu corpuri de apd care ar putea fi
folosite pentru irigarea terenurilor agricole. Detaliile cu privire la
aceasta sunt notificate celorlalte state membre si Comisiei.

Ansamblul procedurilor descrise in prezenta anexa se aplica si deseurilor legate
de manipularea, eliminarea si tratarea loturilor contaminate.



