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RICHTLINIE 98/57/EG DES RATES
vom 20. Juli 1998

zur Bekimpfung von Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al.

DER RAT DER EUROPAISCHEN UNION —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europdischen Gemeinschaft,
insbesondere auf Artikel 43,

auf Vorschlag der Kommission ('),

nach Stellungnahme des Europdischen Parlaments (%),

nach Stellungnahme des Wirtschafts- und Sozialausschusses (%),
in Erwégung nachstehender Griinde:

Der Schadorganismus Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
war frither als Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith bekannt. Es ist
absehbar, dal die Bezeichnung Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. die allgemein anerkannte Bezeichnung fiir den Schador-
ganismus wird. In der vorliegenden Richtlinie sollte dieser wissenschaft-
lichen Entwicklung Rechnung getragen werden.

Die Erzeugung von Kartoffeln und Tomaten nimmt in der Landwirt-
schaft der Gemeinschaft einen wichtigen Platz ein. Die Kartoffel- und
Tomatenertrdge sind jedoch stindig durch Schadorganismen bedroht.

Durch den Schutz des Kartoffel- und des Tomatenanbaus gegen solche
Schadorganismen soll nicht nur die Erzeugungskapazitit erhalten,
sondern auch die Produktivitit der Landwirtschaft gesteigert werden.

Die Schutzvorkehrungen gegen die Einschleppung von Schadorga-
nismen in das Hoheitsgebiet eines Mitgliestaates wéren nur von
begrenzter Wirkung, wenn darauf verzichtet wiirde, diese Organismen in
der ganzen Gemeinschaft gleichzeitig systematisch zu bekdmpfen und
Vorkehrungen gegen ihre Verschleppung zu treffen.

Einer der Schadorganismen fiir Kartoffeln und Tomaten ist Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., der die Schleimkrankheit (Bakte-
rielle Braunfdule) der Kartoffel und die Bakterielle Welke der Kartoffel
und der Tomate hervorruft. In einigen Teilen der Gemeinschaft ist die
Krankheit bereits aufgetreten, und begrenzte Infektionsquellen gibt es
noch immer.

Der Kartoffel- und der Tomatenanbau sind in der gesamten Gemein-
schaft stark geféhrdet, wenn bei diesen Kulturen keine wirksamen
MaBnahmen getroffen werden, um den Ausgangspunkt und die Verbrei-
tung dieser Krankheit zu ermitteln, ihr Auftreten und ihre Verschleppung
zu verhindern und nach Feststellung ihres Auftretens ihre Ausbreitung
zu verhindern und sie mit dem Ziel der Tilgung zu bekdampfen.

Dazu miissen in der Gemeinschaft bestimmte Maflnahmen ergriffen
werden. Dariiber hinaus miissen die Mitgliedstaaten die Moglichkeit
haben, erforderlichenfalls zusdtzliche oder strengere Mallnahmen zu
treffen, sofern ausgeschlossen ist, dal es dabei zu einer Behinderung
des innergemeinschaftlichen Kartoffel- und Tomatenhandels kommt, die
sich nicht mit der Richtlinie 77/93/EWG vom 21. Dezember 1976 des
Rates iiber MaBnahmen zum Schutz der Gemeinschaft gegen die
Einschleppung und Ausbreitung von Schadorganismen der Pflanzen und
Pflanzenerzeugnisse (*) rechtfertigen lieBe. Diese MaBnahmen sind den
tibrigen Mitgliedstaaten und der Kommission mitzuteilen.

Bei diesen Mallnahmen ist zu beriicksichtigen, daBl systematische
amtliche Untersuchungen erforderlich sind, um festzustellen, wo der
Schadorganismus auftritt. Diese Untersuchungen sollten auch Kontrollen

(") ABL C 124 vom 21.4.1997, S. 12—24, und ABI. C 108 vom 7.4.1998, S. 85.

(® ABIL. C 14 vom 19.1.1998, S. 34.

(®) ABL C 206 vom 7.7.1997, S. 57.

(*) ABIL. L 26 vom 31.1.1977, S. 20. Richtlinie zuletzt geédndert durch die Rich-
tlinie 98/2/EG der Kommission (ABL L 15 vom 21.1.1998, S. 34).
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vor Ort und gegebenenfalls Probenahmen und Tests umfassen, da der
Schadorganismus unter bestimmten Bedingungen latent und unentdeckt
sowohl in Bestinden von Kartoffeln als auch in eingelagerten Kartoffel-
knollen iiberleben kann. Die Verschleppung des Schadorganismus im
Bestand ist nicht der Hauptverbreitungsfaktor, der Schadorganismus
kann auch iiber das Oberflichenwasser und eine bestimmte Begleitflora
der Familie der Nachschattengewichse verbreitet werden; deshalb stellt
die Bewisserung von Kartoffel- und Tomatenbestdnden mit kontami-
niertem Wasser eine Ansteckungsgefahr fiir diese Bestdnde dar. Der
Schadorganismus kann auBlerdem den Winter im Kartoffel- und Toma-
tendurchwuchs iiberdauern, was eine Infektionsquelle von einer Vegeta-
tionsperiode zur nichsten darstellt. Die Verschleppung des Schadorga-
nismus erfolgt auch durch die Kontaminierung von Kartoffeln nach
Berithrung mit infizierten Kartoffeln und nach der Beriihrung mit
Pflanz-, Ernte- und Beforderungsgerdten sowie Lagerbehiltern, die
durch vorherige Beriihrung mit befallenen Kartoffeln kontaminiert
wurden.

Die Verschleppung des Schadorganismus 148t sich durch Entseuchung
solcher Gegenstiande verringern oder verhiiten. Werden Pflanzkartoffeln
auf diese Weise infiziert, so besteht eine erhebliche Gefahr, da} sich der
Schadorganismus ausbreitet. Auch bei einem latenten Befall von Pflanz-
kartoffen besteht eine erhebliche Ausbreitungsgefahr; diese kann durch
Verwendung von Pflanzkartoffeln ausgerdaumt werden, die im Rahmen
eines amtlich zugelassenen Programms erzeugt, untersucht und fiir
befallsfrei befunden wurden.

Die gegenwirtigen Kenntnisse iiber die Biologie und die Epidemiologie
von Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. unter den in Europa
herrschenden Bedingungen sind liickenhaft, so daB abzusehen ist, daf3 in
einigen Jahren eine Uberpriifung der vorgeschlagenen MaBnahmen
erforderlich sein wird. Absehbar ist ferner, da} die Untersuchungsver-
fahren, insbesondere hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit und Selektivitit,
auf der Grundlage weiterer Forschungen verbessert werden, so dafl dann
die besten verfiigbaren Untersuchungsverfahren ausgewéhlt und standar-
disiert werden konnen.

Bei der Festlegung der Einzelheiten dieser allgemeinen Malinahmen
sowie strengerer oder zusitzlicher MaBlnahmen, die die Mitgliedstaaten
treffen konnen, um die Einschleppung des Schadorganismus in ihr
Hoheitsgebiet zu verhindern, ist eine enge Zusammenarbeit der
Mitgliedstaaten mit der Kommission im Stédndigen Ausschuf} fiir Pflan-
zenschutz, nachstehend ,,Ausschuf3” genannt, wiinschenswert —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Diese Richtlinie regelt die in den Mitgliedstaaten zu treffenden
MafBnahmen gegen Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.,
frither bekannt als Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith, nachste-
hend ,,Schadorganismus” genannt, mit denen im Hinblick auf die in
Anhang I Abschnitt 1 aufgefiihrten Wirtspflanzen, nachstehend ,.das
aufgefiihrte Pflanzenmaterial” genannt, folgende Ziele erreicht werden
sollen:

a) Feststellung des Ausgangspunktes der Krankheit und ihrer Verbrei-
tung;

b) Verhiitung der Krankheit bzw. ihrer Verschleppung und

c) bei Feststellung der Krankheit Verhiitung ihrer Verschleppung und
Bekdmpfung mit dem Ziel der Tilgung.

Artikel 2

(1) Die Mitgliedstaaten fiihren jedes Jahr systematische amtliche
Untersuchungen dariiber durch, ob der Schadorganismus in dem aufge-
fihrten Pflanzenmaterial mit Ursprung in ihrem Hoheitsgebiet
vorkommt. Zur Ermittlung anderer mdoglicher Infektionsquellen, die die
Erzeugung des aufgefiihrten Pflanzenmaterials bedrohen, flihren die
Mitgliedstaaten in den Gebieten, in denen das aufgefiihrte Pflanzenmate-
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rial erzeugt wird, eine Risikobewertung und — sofern dabei eine Gefahr
der Ausbreitung des Schadorganismus festgestellt wird — gezielte
amtliche Untersuchungen dariiber durch, ob der Schadorganismus in
anderem als dem aufgefiihrten Pflanzenmaterial vorkommt, so auch in
Wirtspflanzen der Begleitflora aus der Familie der Nachtschattenge-
wichse sowie in dem zum Bewissern oder Beregnen des aufgefiihrten
Pflanzenmaterials verwendeten Oberflichenwasser und in Abwissern,
die aus Anlagen zur Verarbeitung oder Verpackung des aufgefiihrten
Pflanzenmaterials abgeleitet und zum Bewdssern oder Beregnen des
aufgefiihrten Pflanzenmaterials verwendet werden. Der Umfang dieser
gezielten Untersuchungen wird je nach dem festgestellten Risiko festge-
legt. Die Mitgliedstaaten konnen auch bei anderem Material wie Kultur-
substrat, Erde und festen Abfillen industrieller Verarbeitungs- oder
Verpackungsanlagen amtliche Untersuchungen iiber das Vorkommen des
Schadorganismus vornehmen.

(2)  Die amtlichen Untersuchungen gemif3 Absatz 1 erfolgen

a) im Falle des aufgefiihrten Pflanzenmaterials gemil Anhang I
Abschnitt II Nummer 1 und

b) im Falle von Wirtspflanzen anderer Art als das aufgefiihrte Pflanzen-
material sowie im Falle von Wasser und Abwéssern mit Hilfe geeig-
neter Verfahren, wobei gegebenenfalls Proben zu entnehmen sind,
die amtlichen oder amtlich iiberwachten Laboruntersuchungen zu
unterziehen sind;

c) gegebenenfalls im Falle von anderem Material mit Hilfe geeigneter
Verfahren.

Fir diese Untersuchungen werden die weiteren Einzelheiten der
Kontrollverfahren sowie Anzahl, Herkunft und Zusammensetzung der
Proben sowie der Zeitpunkt ihrer Entnahme von den zustindigen amtli-
chen Stellen im Sinne der Richtlinie 77/93/EWG nach anerkannten
wissenschaftlichen und statistischen Grundsétzen entsprechend der
Biologie des Schadorganismus sowie unter Beriicksichtigung der in dem
betreffenden Mitgliedstaat verwendeten Produktionssysteme fiir das
aufgefiihrte Pflanzenmaterial und gegebenenfalls fiir andere Wirts-
pflanzen festgelegt.

(3) Die Einzelheiten und Ergebnisse der amtlichen Untersuchungen
gemdl Absatz 1 werden gemdB Anhang I Abschnitt II Nummer 2
alljéhrlich den anderen Mitgliedstaaten und der Kommission mitgeteilt.
Diese Mitteilung erfolgt bis zum 1. Juni, auBler im Falle von Pflanzen-
kartoffeln fiir den hofeigenen Bedarf, in dem sie bis zum 1. September
erfolgt. Die Einzelheiten und Ergebnisse beziiglich der Aufwiichse
miissen sich auf die Erzeugung des vorangegangenen Jahres beziehen.
Die Einzelheiten der Mitteilung konnen dem AusschuB3 vorgelegt
werden.

(4) Nach dem Verfahren des Artikels 16a der Richtlinie 77/93/EWG
sind festzulegen:

— die geeigneten Verfahren fiir die Untersuchungen und Laboruntersu-
chungen gemdll Absatz 2 Untersabsatz 1 Buchstabe b).

(5) Nach dem Verfahren des Artikels 16a der Richtlinie 77/93/EWG
konnen festgelegt werden:

— die geeigneten Verfahren flir die Untersuchungen geméill Absatz 2
Unterabsatz 1 Buchstabe c),

— weitere Einzelheiten der Untersuchungen gemif Absatz 2 Unterab-
satz 2, um in den Mitgliedstaaten einen gleichwertigen Sicherheits-
stand zu gewéhrleisten.

Artikel 3

Die Mitgliedstaaten gewéhrleisten, dafl der Verdacht oder die Bestiti-
gung des Auftretens des Schadorganismus in ihrem Hoheitsgebiet den
eigenen zustdndigen amtlichen Stellen gemeldet wird.
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Artikel 4

(1)  Besteht der Verdacht, dafl der Schadorganismus aufgetreten ist, so
gewihrleisten die zustindigen amtlichen Stellen des betreffenden
Mitgliedstaats (der betreffenden Mitgliedstaaten), dal amtliche oder
amtlich iiberwachte Laboruntersuchungen durchgefiihrt werden, um den
Verdacht zu bestéitigen oder zu widerlegen, und zwar im Falle von
aufgefiihrtem Pflanzenmaterial nach dem malBgeblichen Verfahren des
Anhangs Il und nach MaBigabe der Bedingungen des Anhangs III
Nummer 1 und in anderen Fillen nach einem anderen amtlich zugelas-
senen Verfahren. Bestitigt sich der Verdacht, so gelten die Bestim-
mungen des Anhangs III Nummer 2.

(2) Bis zur Abklarung des Verdachts gemil3 Absatz 1 miissen in
jedem Verdachtsfall, bei dem entweder

i) Symptome der von dem Schadorganismus verursachten Krankheit
festgestellt wurden und ein Schnell-Screeningtest gemi3 Anhang II
Abschnitt I Nummer 1 und Abschnitt I einen positiven Befund
ergab oder

i) ein Screeningtest gemdB Anhang II Abschnitt I Nummer 2 und
Abschnitt III einen positiven Befund ergab,

die zustidndigen amtlichen Stellen des Mitgliedstaats in bezug auf ihre
eigene Erzeugung

a) die Verbringung von Pflanzen und Knollen aller beprobten
Aufwiichse, Partien oder Sendungen verbieten, es sei denn, die
Verbringung erfolgt unter ihrer Uberwachung und es besteht nach-
weislich keine erkennbare Gefahr der Verschleppung des Schadorga-
nismus;

b) Schritte zur Ermittlung des Ausgangspunkts des vermuteten Befalls
einleiten;

c) weitere angemessene Vorkehrungen auf der Grundlage einer Risiko-
einschitzung, insbesondere hinsichtlich der Erzeugung des aufge-
fiihrten Pflanzenmaterials und der Verbringung anderer als der unter
Buchstabe a) genannten Partien von Pflanzkartoffeln, die am Ort der
Probenahme gemil3 Buchstabe a) erzeugt wurden, treffen, um eine
Verschleppung des Schadorganismus zu verhindern.

(3) Bei einem Verdachtsfall, in dem die Gefahr der Kontamination
des aufgefiihrten Pflanzenmaterials oder Oberflichenwassers aus einem
oder in einen anderen Mitgliedstaat besteht, teilt der Mitgliedstaat, in
dem der Verdacht gemeldet wurde, dem/den anderen betroffenen
Mitgliedstaat(en) die Einzelheiten dieses Verdachts entsprechend der
festgestellten Gefahr unverziiglich mit, und die betreffenden Mitglied-
staaten arbeiten in geeigneter Weise zusammen. Der/die auf diese Weise
unterrichtete(n) Mitgliedstaat(en) ergreift (ergreifen) vorbeugende
MafBnahmen gemél3 Absatz 2 Buchstabe c) sowie gegebenenfalls weitere
MaBnahmen gemifl Absétze 1 und 2.

(4) Nach dem Verfahren des Artikels 16a der Richtlinie 77/93/EWG
konnen festgelegt werden:

— die MaBnahmen gemill Absatz 2 Buchstabe c).

Artikel 5

(1)  Wird bei der amtlichen oder amtlich iiberwachten Laboruntersu-
chung, die im Falle von aufgefiihrtem Pflanzenmaterial nach dem
mafgeblichen Verfahren des Anhangs II und in anderen Fillen nach
einem anderen amtlich zugelassenen Verfahren durchgefiihrt wird, das
Aufireten des Schadorganismus in einer nach dieser Richtlinie entnom-
menen Probe bestitigt, so miissen die zustindigen amtlichen Stellen
eines Mitgliedstaates unter Beriicksichtigung anerkannter wissenschaftli-
cher Grundsétze, der Biologie des Schadorganismus und der jeweiligen
Produktions-, Vermarktungs- und Verarbeitungssysteme

a) in bezug auf das aufgefiihrte Pflanzenmaterial

i) gemdB Anhang IV das Ausmall und den Ausgangspunkt (die
Ausgangspunkte) des Befalls ermitteln und weitere Untersu-
chungen gemil Artikel 4 Absatz 1 zumindest an allen klonal
verbundenen Pflanzkartoffelbestinden durchfiihren;
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ii) das aufgeflihrte Pflanzenmaterial, die beprobte Sendung und/oder
Partie und die Maschinen, Fahrzeuge, Schiffe, Lagerrdume oder
Teile davon sowie sonstigen Gegenstinde, einschlieBlich
Verpackungsmaterial, die mit dem beprobten aufgefiihrten Pflan-
zenmaterial in Berlihrung gekommen sind, als befallen erkléren;
ebenfalls als befallen zu erkliren sind gegebenenfalls die Felder,
die Einheiten mit geschiitzter Pflanzenerzeugung und die Erzeug-
ungsorte, auf denen das aufgefiihrte Pflanzenmaterial geerntet
und von denen die Probe entnommen worden ist; fiir die Proben,
die in der Vegetationsperiode entnommen wurden, sind die
Felder, die Erzeugungsorte und gegebenenfalls die Einheiten mit
geschiitzten Kulturen, von denen die Probe entnommen worden
ist, als befallen zu erkléren;

iii) gemél Anhang V Nummer 1 das Ausmal} des wahrscheinlichen
Befalls infolge der Beriihrung vor oder nach der Emte, der
Erzeugung, Bewdsserung oder Beregnung oder der klonalen
Verbindung mit dem als befallen erkldrten Material ermitteln;

iv) auf der Grundlage der Befallserkldrung gemill Ziffer ii), des
gemall Ziffer iii) ermittelten Ausmafles des wahrscheinlichen
Befalls und der moglichen Verbreitung des Schadorganismus
gemil Anhang V Nummer 2 Ziffer i) eine Sicherheitszone
abgrenzen,

b) in bezug auf andere als unter Buchstabe a) angefiihrte Kulturen von
Wirtspflanzen, durch die der Anbau des aufgefiihrten Pflanzenmate-
rials gefahrdet werden kdnnte,

i) eine Untersuchung gemaB Buchstabe a) Ziffer i) durchfiihren;

ii) die beprobten Wirtspflanzen des Schadorganismus als befallen
erkldren;

iii) gemilB Buchstabe a) Ziffer iii) bzw. iv) in bezug auf die Erzeu-
gung des aufgefiihrten Pflanzenmaterials den wahrscheinlichen
Befall ermitteln und eine Sicherheitszone abgrenzen;

c) in bezug auf Oberflichenwasser (einschlieflich Abwéssern aus
Anlagen zur Verarbeitung oder Verpackung des aufgefiihrten Pflan-
zenmaterials) und Wirtspflanzen der Begleitflora aus der Familie der
Nachtschattengewéchse, durch die bei Bewidsserung, Beregnung oder
Uberflutung mit Oberflichenwasser die Erzeugung des aufgefiihrten
Pflanzenmaterials gefidhrdet werden konnte,

i) zu geeigneten Zeitpunkten anhand von Proben von Oberfléchen-
wasser und gegebenenfalls Wirtspflanzen der Begleitflora aus der
Familie der Nachtschattengewdchse eine Untersuchung,
einschlieBlich einer amtlichen Untersuchung, durchfiihren, um
das Ausmal} des Befalls zu bestimmen;

ii) auf der Grundlage der Untersuchung gemiBl Ziffer i) das
beprobte Oberfldchenwasser gegebenenfalls als befallen erkldren;

iii) auf der Grundlage der Befallserkldrung geméif Ziffer ii) und der
moglichen Verbreitung des Schadorganismus geméd Anhang V
Nummer 1 und Nummer 2 Ziffer ii) den wahrscheinlichen Befall
ermitteln und eine Sicherheitszone abgrenzen.

(2) Die Mitgliedstaaten unterrichten die anderen Mitgliedstaaten und
die Kommission gemdfl Anhang V Nummer 3 unverziiglich iiber jede
Befallserklarung gemifl Absatz 1 Buchstabe a) Ziffer ii) und Absatz 1
Buchstabe ¢) Ziffer ii) sowie iiber die Einzelheiten der Zonenabgrenzung
gemdll Absatz 1 Buchstabe a) Ziffer iv) und gegebenenfalls gemif
Absatz 1 Buchstabe c¢) Ziffer iii). Die Einzelheiten der Mitteilung nach
diesem Absatz konnen dem Ausschul3 vorgelegt werden.

Gleichzeitig legen die Mitgliedstaaten der Kommission die zusétzliche
Mitteilung nach Anhang V Nummer 4 vor. Die Einzelheiten der Mittei-
lung nach diesem Unterabsatz werden unverziiglich den Mitgliedern des
Ausschusses vorgelegt.
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(3)  Auf der Grundlage der Mitteilung gemill Absatz 2 und der darin
enthaltenen Einzelheiten fiihren andere darin genannte Mitgliedstaaten
eine Untersuchung gemifl Absatz 1 Buchstabe a) Ziffer i) und gegeben-
enfalls Absatz 1 Buchstabe c) Ziffer i) durch und treffen gegebenenfalls
weitere Malnahmen geméB den Absétzen 1 und 2.

Artikel 6

(1) Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dafl das aufgefiihrte Pflanzen-
material, das gemil Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a) Ziffer ii) als
befallen erkldrt wurde, nicht angebaut werden darf und daB es unter
Aufsicht und mit Genehmigung der zustdndigen amtlichen Stellen einer
Mafnahme gemil Anhang VI Nummer 1 zugefiihrt wird, so daf nach-
weislich keine erkennbare Gefahr einer Verschleppung des Schadorga-
nismus mehr besteht.

(2) Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dafl das aufgefiihrte Pflanzen-
material, das gemdB Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a) Ziffer iii) und
Buchstabe c¢) Ziffer iii) als wahrscheinlich befallen erkldrt wurde,
einschlieBlich aufgefiihrten Pflanzenmaterials, bei dem eine Gefahrdung
festgestellt wurde und das an Erzeugungsorten erzeugt wurde, die gemal
Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a) Ziffer iii) als wahrscheinlich befallen
erklart wurden, nicht angebaut werden darf, sondern unter Aufsicht der
zustindigen amtlichen Stellen geméfl Anhang VI Nummer 2 einer geeig-
neten Verwendung oder Entsorgung zugefithrt werden muB, so daf
nachweislich keine erkennbare Gefahr einer Verschleppung des Schador-
ganismus mehr besteht.

(3) Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dal Maschinen, Fahrzeuge,
Schiffe, Lagerrdume oder Teile davon sowie sonstige Gegenstinde
einschlieBlich Verpackungsmaterial, die geméB Artikel 5 Absatz 1 Buch-
stabe a) Ziffer ii) als befallen oder gemél Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe
a) Ziffer iii) und Buchstabe c) Ziffer iii) als wahrscheinlich befallen
erklart wurden, entweder unschédlich beseitigt oder nach den in Anhang
VI Nummer 3 aufgefiihrten geeigneten Verfahren entseucht werden.
Nach der Entseuchung gelten diese Gegenstédnde nicht mehr als befallen.

(4) Unbeschadet der gemill den Absdtzen 1, 2 und 3 getroffenen
MaBnahmen schreiben die Mitgliedstaaten vor, dal3 in der gemif Artikel
5 Absatz 1 Buchstabe a) Ziffer iv) und Buchstabe c¢) Ziffer iii) abge-
grenzten Sicherheitszone eine Reihe von MaBinahmen getroffen werden,
die in Anhang VI Nummern 4.1 und 4.2 aufgefiihrt sind. Die Einzel-
heiten dieser MaBinahmen werden den anderen Mitgliedstaaten und der
Kommission alljdhrlich mitgeteilt. Die Einzelheiten dieser Mitteilung
konnen dem Ausschufl vorgelegt werden.

Artikel 7

(1) Die Mitgliedstaaten schreiben vor, daB Pflanzkartoffeln den
Anforderungen der Richtlinie 77/93/EWG geniigen und in direkter Linie
von Kartoffelmaterial stammen miissen, das im Rahmen eines amtlich
genehmigten Programms gewonnen und aufgrund von Untersuchungen,
die entweder amtlich oder unter amtlicher Aufsicht nach dem maBgebli-
chen Verfahren des Anhangs II durchgefiihrt worden sind, als frei von
dem Schadorganismus befunden wurde.

Diese Untersuchungen werden von den Mitgliedstaaten wie folgt durch-
geflihrt:

a) in Fillen, in denen der Schadorganismus in ihrer Pflanzkartoffeler-
zeugung entdeckt und bestétigt wurde,

1) in Form von Untersuchungen an den Vorstufen, einschlieflich des
klonalen Ausgangsmaterials und von systematischen Untersu-
chungen an Klonen von Basispflanzgut oder

ii) in Féllen, in denen nachweislich keine klonale Verbindung
besteht, in Form von Untersuchungen an allen Klonen von Basis-
pflanzgut oder den Vorstufen, einschlieBlich des klonalen
Ausgangsmaterials, und
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b) in andern Fillen, entweder an jeder Pflanze des klonalen Ausgangs-
materials oder an reprisentativen Stichproben aus dem Basis-
pflanzgut oder den Vorstufen.

(2) Nach dem Verfahren des Artikels 16a der Richtlinie 77/93/EWG
konnen erlassen werden:

— Durchfithrungsbestimmungen zu Absatz 1 Unterabsatz 2 Buchstabe
a);

— Bestimmungen betreffend die représentativen Stichproben gemél
Absatz 1 Unterabsatz 2 Buchstabe b).

Artikel 8

Die Mitgliedstaaten verbieten die Haltung und das Arbeiten mit dem
Schadorganismus.

Artikel 9

Unbeschadet der Richtlinie 77/93/EWG konnen die Mitgliedstaaten
gemil der Richtlinie 95/44/EG (') fiir wissenschaftliche Untersuchungen
und Versuche sowie flir Ziichtungsvorhaben Ausnahmen von den
MaBnahmen nach Artikel 6 und 8 dieser Richtlinie zulassen.

Artikel 10

Die Mitgliedstaaten konnen flir ihre eigene Erzeugung erforderlichen-
falls zusitzliche oder strengere Mallnahmen zur Bekdmpfung des Scha-
dorganismus oder zur Verhinderung seiner Ausbreitung erlassen, sofern
diese mit den Bestimmungen der Richtlinie 77/93/EWG im Einklang
stehen.

Die Einzelheiten dieser MaBBnahmen werden den iibrigen Mitgliedstaaten
und der Kommission mitgeteilt. Die Einzelheiten dieser Mitteilung
konnen dem Ausschufl vorgelegt werden.

Artikel 11

Die infolge des wissenschaftlich-technischen Fortschritts notwendig
werdenden Anderungen der Anhinge dieser Richtlinie werden nach dem
Verfahren des Artikels 16a der Richtlinie 77/93/EWG vorgenommen.
Bei Verfahren gemidfl Anhang II und MaBnahmen gemifl Anhang VI
Nummern 4.1 und 4.2 dieser Richtlinie erarbeitet die Kommission einen
Bericht iiber die Uberpriifung dieser Verfahren und MaBnahmen auf der
Grundlage der gewonnenen Erfahrungen und legt ihn dem Ausschuf3 vor
dem 1. Januar 2002 vor.

Artikel 12

(1) Die Mitgliedstaaten erlassen die erforderlichen Rechts- und
Verwaltungsvorschriften, um dieser Richtlinie bis zum 21. August 1999
nachzukommen. Sie setzen die Kommission unverziiglich davon in
Kenntnis.

Wenn die Mitgliedstaaten diese Vorschriften erlassen, nehmen sie in
diesen Vorschriften selbst oder durch einen Hinweis bei der amtlichen
Veroffentlichung auf diese Richtlinie Bezug. Die Mitgliedstaaten regeln
die Einzelheiten dieser Bezugnahme.

(2) Die Mitgliedstaaten teilen der Kommission unverziiglich die
wichtigsten innerstaatlichen Rechtsvorschriften mit, die sie in dem unter
diese Richtlinie fallenden Bereich erlassen. Die Kommission teilt diese
Vorschriften den anderen Mitgliedstaaten mit.

Artikel 13

Diese Richtlinie tritt am Tag ihrer Verdffentlichung im Amtsblatt der
Europdischen Gemeinschaften in Kraft.

(") ABL. L 184 vom 3.8.1995, S. 34. Richtlinie zuletzt geédndert durch die Rich-
tlinie 97/46/EG der Kommission (ABI. L 204 vom 31.7.1997, S. 43).
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Artikel 14
Diese Richtlinie ist an die Mitgliedstaaten gerichtet.
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ANHANG I

ABSCHNITT 1

Liste der in Artikel 1 genannten Wirtspflanzen von Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al.

Pflanzen (einschlieBlich Knollen), auler Samen, von Solanum Kartoffel
tuberosum L.
Pflanzen, aufler Friichten und Samen, von Lycopersicon lyco- Tomate

persicum (L.) Karsten ex Farw.

ABSCHNITT II

Untersuchungen

1. Die amtlichen Untersuchungen gemil Artikel 2 Absatz 2 Buchstabe a) richten
sich nach der Biologie des Schadorganismus und den besonderen Produktions-
systemen in den betroffenen Mitgliedstaaten und umfassen:

i) bei Kartoffeln

— Besichtigung des Bestandes zu geeigneten Zeitpunkten und/oder
Beprobung von Pflanz- und anderen Kartoffeln wéihrend der Vegetati-
onsperiode oder in den Lagern. Diese Proben sind einer amtlichen oder
amtlich iiberwachten Augenscheinpriifung zu unterzichen, bei der die
Knollen aufgeschnitten werden;

und

— bei Pflanzkartoffeln und gegebenenfalls bei anderen Kartoffeln
amtliche oder amtlich {iberwachte Laboruntersuchung nach dem
Verfahren des Anhangs II;

i) bei Tomaten:

— Besichtigung des Bestandes zumindest bei den Pflanzen, die zur
Wiederanpflanzung fiir gewerbliche Zwecke bestimmt sind, zu geeig-
neten Zeitpunkten.

2. Die Mitteilung der in Artikel 2 Absatz 3 genannten amtlichen Untersuchungen
enthilt folgende Einzelheiten:

i) im Falle von Untersuchungen bei Kartofteln:

— geschitzte Gesamtanbaufliche in Hektar mit Pflanz- und anderen
Kartoffeln;

— Aufschliisselung nach Pflanzkartoffeln (verschiedene Kategorien) und
Speise- bzw. Wirtschaftskartoffeln, gegebenenfalls nach Regionen;

— Anzahl und Zeitpunkt der Probenahmen fiir die Untersuchung;
— Anzahl der Feldbesichtigungen;
— Anzahl der Augenscheinpriifungen von Knollen (und Probenumfang);

ii) im Falle von Untersuchungen an den Bestéinden zumindest bei den Toma-
tenpflanzen, die zur Wiederanpflanzung fiir gewerbliche Zwecke bestimmt
sind:

— geschitzte Gesamtzahl der Pflanzen;
— Anzahl der Augenscheinpriifungen;

iii) im Falle von Untersuchungen bei anderen Wirtspflanzen als Kartoffeln
und Tomaten einschlieBlich Wirtspflanzen der Begleitflora aus der Familie
der Nachtschattengewichse:

— Arten;
— Anzahl und Zeitpunkt der Probenahmen;
— beprobte Fliache bzw. beprobtes Gewisser;

— Analyseverfahren;
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iv) im Falle von Untersuchungen von Wasser und Abwissern industrieller
Verarbeitungs- oder Verpackungsanlagen:

— Anzahl und Zeitpunkt der Probenahmen;
— beprobte Fliche, beprobtes Gewésser bzw. beprobter Anlagenstandort;

— Analyseverfahren.
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ANHANG 11

TESTSCHEMA FUR DIE DIAGNOSE, DEN NACHWEIS UND DIE IDEN-
TIFIZIERUNG VON  RALSTONIA  SOLANACEARUM  (SMITH)
YABUUCHI ET AL.

ANWENDUNGSBEREICH DES TESTSCHEMAS

Das folgende Testschema beschreibt die verschiedenen Verfahren:

i) zur Diagnose der Schleimkrankheit (Bakteriellen Braunfiule) bei Kartoffel-
knollen und der Bakteriellen Welke bei Kartoffel- und Tomatenpflanzen und
einigen anderen Wirtspflanzen;

il) zum Nachweis von Ralstonia solanacearum in Proben von Kartoffelknollen,
Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen, Wasser und Boden;

i) zur Identifizierung von Ralstonia solanacearum (R. solanacearum).
INHALT

Grundregeln
ABSCHNITT I:  Anwendung des Testschemas

1. Nachweisverfahren zur Diagnose der Bakteriellen Braunfaule und der
Bakteriellen Welke (R. solanacearum) in Kartoffelknollen und Kartoffel-,
Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen mit Symptomen der Bakteriellen
Braunfdule oder der Bakteriellen Welke

2. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum in
Proben symptomfreier Kartoffelknollen

3. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum in
Proben von symptomfreien Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirts-
pflanzen

ABSCHNITT II:  Detaillierte Beschreibung der Methoden zum Nachweis von R. solanacearum in
Kartoffelknollen und Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen mit Symp-
tomen der Bakteriellen Braunfiule oder der Bakteriellen Welke

1. Symptome
2 Schnell-Screeningtests
3. Isolierungsverfahren
4 Tests zur Identifizierung von R. solanacearum
ABSCHNITT 1IL: 1 Detaillierte Beschreibung der Methoden zum Nachweis und zur Identifi-

zierung von R. solanacearum in Proben symptomfreier Kartoffelknollen

1.1. Probenaufbereitung
1.2 Testung
2. Detaillierte Beschreibung der Methoden zum Nachweis und zur Identifi-

zierung von R. solanacearum in Proben von symptomfreien Kartoffel-,
Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen

2.1. Probenaufbereitung
2.2. Testung

ABSCHNITT IV: 1. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum in
Wasser

2. Methoden zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum in
Wasser

2.1. Probenaufbereitung
2.2. Testung

ABSCHNITT V: 1. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum im
Boden
2. Methoden zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solanacearum im
Boden
2.1. Probenaufbereitung

2.2. Testung

ABSCHNITT VI:  Optimierte Protokolle fiir den Nachweis und die Identifizierung von R. solana-
cearum

A. Diagnose- und Nachweistests



1998L0057 — DE — 30.07.2006 — 001.001 — 13

|D—l

1. Gefdfibiindeltest
2. Nachweis von Poly-B-hydroxybutyrat-Granula
3. Serologische Agglutinationstests
4. Selektive Isolierung
4.1. Selektivausstrich
4.2. Anreicherungsverfahren
5. Immunofluoreszenztest (IF-Test)
6. Polymerase-Kettenreaktionstest (PCR-Test)
6.1. DNA-Reinigungsmethoden
a) Methode nach Pastrik (2000)
b) Andere Methoden
6.2. PCR
6.3. Analyse des PCR-Produktes
7. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Test (FISH-Test)
8. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
a) Indirekter ELISA
b) DASI (Double Antibody Sandwich Indirect) ELISA
9. Biotest
Identifizierungstests
1. Néhr- und enzymatische Tests zur Identifizierung
2. IF-Test
3. ELISA-Test
4. PCR-Test
5. FISH-Test
6. Bestimmung des Fettsdureprofils (FAP)
7. Stammcharakterisierungsmethoden
7.1. Biovarbestimmung
7.2. Genetischer Fingerabdruck
7.3. PCR-Methoden
Bestitigungstest
Anlage 1 An der Optimierung und Validierung von Protokollen
beteiligte Laboratorien
Anlage 2 Medien zur Isolierung und Kultivierung von R. solana-
cearum
Anlage 3 A. Handelsiibliches standardisiertes Kontrollmate-
rial
B. Vorbereitung der Kontrollen
Anlage 4 Puffer fiir Testverfahren
Anlage 5 Ermittlung des Kontaminationsgrads im IF- und FISH-
Test
Anlage 6 Validierte PCR-Protokolle und -Reagenzien
Anlage 7 Validierte Reagenzien fiir den FISH-Test
Anlage 8 Tomaten- und Auberginenkultivierung

Bibliographie
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Optimierte Protokolle fiir die verschiedenen Methoden, validierte Reagenzien und
die Einzelheiten fiir die Vorbereitung der Test- und Kontrollmaterialien sind in
den Anlagen festgelegt. Anlage 1 enthdlt eine Liste der an der Optimierung
und Validierung von Protokollen beteiligten Laboratorien.

Da die Protokolle dem Nachweis eines Quarantineschadorganismus dienen und
als Kontrollmaterialen lebensfahige Kulturen von R. solanacearum voraussetzen,
miissen die Testverfahren in geeigneten Quarantéineeinrichtungen durchgefiihrt
werden, die iiber angemessene Abfallentsorgungsanlagen und iiber eine entspre-
chende Zulassung durch die fiir Pflanzenquarantdne zustédndige Behorde
verfligen.

Die Testparameter miissen den eindeutigen und reproduzierbaren Nachweis von
R. solanacearum auf den fiir die gewdhlten Methoden vorgegeben Schwellen-
werten gewahrleisten.

Die préazise Vorbereitung der Positivkontrollen ist unerldsslich.

Das Testen auf der Grundlage vorgegebener Schwellenwerte erfordert auch eine
korrekte Einstellung, Wartung und Eichung der Testgerdte, den sorgfiltigen
Umgang mit und die Aufbewahrung von Reagenzien sowie Vorkehrungen zur
Verhiitung der Kontamination zwischen Proben, beispielsweise durch Trennung
der Positivkontrollen von Testproben. Zur Vermeidung administrativer und
sonstiger Fehler, insbesondere bei der Etikettierung und Dokumentierung, sind
Qualitdtskontrollen durchzufiihren.

Ein Verdachtsfall im Sinne von Artikel 4 Absatz 2 der Richtlinie 98/57/EG setzt
ein positives Ergebnis der Diagnose- oder Screeningtests an einer Probe nach den
Vorgaben der Flussdiagramme voraus. Fillt der erste Screeningtest (IF- oder
PCR-/FISH-Test, selektive Isolierung) positiv aus, so ist er durch einen zweiten
Screeningtest, der auf unterschiedlichen biologischen Grundsitzen beruht, zu
bestétigen.

Fallt der erste Screeningtest positiv aus, so besteht Verdacht auf Kontamination
mit R. solanacearum, und es muss ein zweiter Screeningtest durchgefiihrt
werden. Fallt dieser zweite Test ebenfalls positiv aus, so gilt der Verdacht als
bestitigt (Befallsverdacht) und die im Flussdiagramm vorgegebenen Tests miissen
fortgesetzt werden. Fillt der zweite Screeningtest negativ aus, so gilt die Probe
als nicht kontaminiert.

Ein bestitigter Verdacht im Sinne von Artikel 5 Absatz 1 der Richtlinie 98/57/EG
erfordert die Isolierung und Identifizierung einer R.-solanacearum-Reinkultur und
die Bestitigung der Pathogenitt.

ABSCHNITT I

ANWENDUNG DES TESTSCHEMAS

1. Nachweisverfahren zur Diagnose der Bakteriellen Braunfiule und
der Bakteriellen Welke (Ralstonia solanacearum) in Kartoffelknollen
und Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen mit Symp-
tomen der Bakteriellen Braunfiule oder der Bakteriellen Welke

Das Testverfahren ist fiir Kartoffelknollen und -pflanzen geeignet, die
typische oder verddchtige Symptome der Schleimkrankheit oder der
Bakteriellen Welke aufweisen. Es umfasst einen Schnell-Screeningtest,
die Isolierung des Erregers aus infiziertem GefiaBgewebe auf (selektiven)
Medien und — bei positivem Ergebnis — die Identifizierung der Kultur
als Ralstonia solanacearum.
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Kartoffelknolle(n) bzw. Kartoffel-, Tomaten- oder sonstige Wirtspflanze(n) mit
Verdachtssymptomen der Bakteriellen Braunfaule oder der Bakteriellen Welke (')

e R
SCHNELLDIAGNOSETESTS (%)
Mindestens einen der folgenden Tests fur die
vorlaufige Diagnose durchfihren:
<> — GefaRbundeltest (%)
— Poly-B-hydroxybutyrat-Test (*)
— Serologischer Agglutinationstest (%)
— IF-Test () / FISH-Test (") / ELISA-Test () / PCR-

Test (°)
\. J

( ZENTRALER ISOLIERUNGSTEST (') )

[ Kolonien mit typischer Morphologie (') ]

R. solanacearum nicht nachgewiesen
Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

NEIN (12)

( Reinigung durch Subkultivieren )
( IDENTIFIZIERUNGSTESTS ('%) )—%>—( PATHOGENITATSTEST (') ]
Beide Tests bestatigen Reinkultur als
R. solanacearum

‘ Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

[ Probe mit R. solanacearum infiziert ]
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Beschreibung der Symptome in Abschnitt I1.1.

Schnell-Diagnosetests erleichtern die vorldufige Diagnose, sind jedoch nicht unbedingt erforderlich. Ein negatives Ergebnis garantiert
nicht immer, dass kein Erreger vorhanden ist.

Beschreibung des GefaRbiindeltests (Austritt von Bakterienschleim aus dem vaskuléren Sténgelgewebe) in Abschnitt VI.A.1.
Beschreibung des Tests fiir den Nachweis von Poly-B-hydroxybutyrat-Granula in bakteriellen Zellen in Abschnitt VI.A.2.

Beschreibung des serologischen Agglutinationstests an Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.3.

Beschreibung des IF-Tests an in Wasser suspendiertem Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.5.

Beschreibung des FISH-Tests an in Wasser suspendiertem Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.7.

Beschreibung des ELISA-Tests an in Wasser suspendiertem Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.8.

Beschreibung des PCR-Tests an in Wasser suspendiertem Bakterienschleim oder Extrakten aus symptomatischem Gewebe in
Abschnitt VI.A.6.

Der Erreger lasst sich in der Regel relativ einfach durch Verdiinnungsausstrich aus Pflanzenmaterial mit typischen Symptomen isolieren
(Abschnitt 11.3).

Beschreibung einer typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt 11.3.d.

Im fortgeschrittenen Infektionsstadium kann das Kultivieren aufgrund konkurrierender oder tiberwuchernder saprophytischer Bakterien
scheitern. Wenn typische Krankheitssymptome vorliegen, aber der Isolierungstest negativ ausfallt, ist die Isolierung zu wiederholen,
vorzugsweise durch Selektivausstrich.

Reinkulturen von R.-solanacearum-verdachtigen Isolaten werden durch die Tests gemaR Abschnitt VI.B verlésslich identifiziert. Eine
subspezifische Charakterisierung ist fakultativ, wird jedoch fiir jeden neuen Fall empfohlen.

Beschreibung des Pathogenitéatstests in Abschnitt VI.C.
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Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von Ralstonia
solanacearum in Proben symptomfreier Kartoffelknollen

Grundsatz

Das Testverfahren dient dem Nachweis latenter Infektionen von Kartof-
felknollen. Ein positives Ergebnis bei mindestens zwei Screeningtests
(%), die auf unterschiedlichen biologischen Grundsétzen beruhen, ist
durch Isolierung des Erregers zu bestitigen. Bei Isolierung typischer
Kolonien ist eine Reinkultur als R. solanacearum zu bestitigen. Ein
positiver Screeningtest allein reicht nicht aus, um die Probe als
verdachtig einzustufen.

Screeningtests und Isolierungstests miissen eine Nachweisgrenze von
103 bis 10* Zellen/ml resuspendiertes Pellet gewiéhrleisten, die als Posi-
tivkontrollen in jede Testreihe einzubeziehen sind.
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( Probe von Kartoffelknollen (') )
|
Extraktion und Konzentration des Erregers (?) ]

ZENTRALE SCREENINGTESTS (%)
IF-Test (*) / selektive Isolierung (°) / PCR-Test (°) / FISH-Test ()
fakultativer zusatzlicher Test: ELISA (8)

|
( erster Screeningtest (%) )

R

R. solanacearum nicht nachgewiesen
Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

( zweiter Screeningtest (°) )

R. solanacearum nicht nachgewiesen
Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

[ selektive Isolierung (°) und/oder Biotest (°) )
[

[ Kolonien mit typischer Morphologie (*°) ]

R. solanacearum nicht nachgewiesen
Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

NEIN (')

[ Reinigung durch Subkultivieren ]
[ IDENTIFIZIERUNGSTESTS ('2) )—#—( PATHOGENITATSTEST () )
Beide Tests bestatigen Reinkultur als
R. solanacearum

Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

<>
()

[ Probe mit R. solanacearum infiziert J
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Eine Standardprobe besteht aus 200 Knollen; das Verfahren ist aber auch fiir Proben mit weniger als 200 Knollen geeignet.
Beschreibung von Methoden der Erregerextraktion und -konzentration in Abschnitt 111.1.1.

Fallen mindestens zwei Tests, die auf unterschiedlichen biologischen Grundsétzen beruhen, positiv aus, so muss der Erreger isoliert
und bestétigt werden. Es ist mindestens ein Screeningtest vorzunehmen. Féllt dieser Test negativ aus, so gilt die Probe als negativ.
Fallt der Test positiv aus, so sind zur Abklérung des ersten positiven Ergebnisses und nach unterschiedlichen biologischen Grundséatzen
ein zweiter oder weitere Screeningtests durchzufiihren. Fallen der zweite oder andere Tests negativ aus, so gilt die Probe als negativ.
Weitere Tests sind in diesem Falle nicht erforderlich.

Beschreibung des IF-Tests in Abschnitt VI.A.5.

Beschreibung des selektiven Isolierungstests in Abschnitt VI.A.4.
Beschreibung des PCR-Tests in Abschnitt VI.A.6.

Beschreibung des FISH-Tests in Abschnitt VI.A.7.

Beschreibung der ELISA-Tests in Abschnitt VI.A.8.

Beschreibung des Biotests in Abschnitt VI.A.9.

Beschreibung der typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt 11.3.d.

Das Kultivieren oder die Biotests kénnen aufgrund konkurrierender oder hemmender saprophytischer Bakterien scheitern. Fallen
Screeningtests positiv, die Isolierungstests jedoch negativ aus, so sind die Isolierungstests aus demselben Pellet oder durch Entnahme
zusétzlichen GefaRgewebes am Nabelende durchschnittener Knollen derselben Probe zu wiederholen; erforderlichenfalls sind weitere
Proben zu testen.

Eine Reinkultur von R.-solanacearum—verdéachtigen Isolaten wird durch die Tests geméaR Abschnitt VI.B verl&sslich identifiziert.
Beschreibung des Pathogenitétstests in Abschnitt VI.C.
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3. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von Ralstonia
solanacearum in Proben von symptomfreien Kartoffel-, Tomaten-
und sonstigen Wirtspflanzen

[ Probe von Stangelstiicken (')

[ Extraktion und Konzentration des Erregers (%)

ZENTRALE SCREENINGTESTS (%) J
)

selektive Isolierung () / IF-Test (°) / PCR-Test (®) / FISH-Test (*
fakultativer zusitzlicher Test: ELISA (%) , Biotest (°)

alle Testergebnisse negativj
l

R. solanacearum nicht nachgewiesen
Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

nach der Isolierung

[(olonien mit typischer Morphologie ('°)

NEIN (")

( Reinigung durch Subkultivieren )

( IDENTIFIZIERUNGSTESTS ('?) ]—<>—( PATHOGENITATSTEST () ]
Beide Tests bestétigen Reinkultur
als R. solanacearum
‘ Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

Probe mit
R. solanacearum infiziert




1998L0057 — DE — 30.07.2006 — 001.001 — 21

|D—l

o TR

>

Empfohlene ProbengréRen siehe Abschnitt I11.2.1.
Beschreibung von Methoden der Erregerextraktion und -konzentration in Abschnitt 111.2.1.

Fallen mindestens zwei Tests, die auf unterschiedlichen biologischen Grundsétzen beruhen, positiv aus, so muss der Erreger isoliert
und bestatigt werden. Es ist mindestens ein Screeningtest durchzufiihren. Fallt dieser Test negativ aus, so gilt die Probe als negativ.
Fallt der Test positiv aus, so sind zur Abklérung des ersten positiven Ergebnisses und nach unterschiedlichen biologischen Grundséatzen
ein zweiter oder weitere Screeningtests durchzufiihren. Fallen der zweite oder andere Tests negativ aus, so gilt die Probe als negativ.
Weitere Tests sind in diesem Falle nicht erforderlich.

Beschreibung des selektiven Isolierungstests in Abschnitt VI.A.4.
Beschreibung des IF-Tests in Abschnitt VI.A.5.

Beschreibung der PCR-Tests in Abschnitt VI.A.6.

Beschreibung des FISH-Tests in Abschnitt VI.A.7.

Beschreibung der ELISA-Tests in Abschnitt VI.A.8.

Beschreibung des Biotests in Abschnitt VI.A.9.

Beschreibung der typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt I1.3.d.

Das Kultivieren oder die Biotests kdnnen aufgrund konkurrierender oder hemmender saprophytischer Bakterien scheitern. Fallen
Screeningtests positiv, die Isolierungstests jedoch negativ aus, so sind die Isolierungstests zu wiederholen.

Eine Reinkultur von R.-solanacearum-verdachtigen Isolaten wird durch die Tests geméaR Abschnitt VI.B verlésslich identifiziert.
Beschreibung des Pathogenitétstests in Abschnitt VI.C.
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ABSCHNITT I

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER METHODEN ZUM NACHWEIS

VON RALSTONIA SOLANACEARUM IN KARTOFFELKNOLLEN UND

KARTOFFEL-, TOMATEN- UND SONSTIGEN WIRTSPFLANZEN MIT

SYMPTOMEN DER BAKTERIELLEN BRAUNFAULE ODER DER
BAKTERIELLEN WELKE

1. Symptome (siche Website: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main)
1.1. Symptome an der Kartoffel

Die Kartoffelpflanze. In der frithen Phase der Infektion welken die
Blitter an der Spitze der Pflanze bei hohen Temperaturen wihrend des
Tages und regenerieren nachts. Die Blatter bleiben zu Beginn der Welke
zundchst griin, verfarben sich jedoch spdter gelb und nekrotisieren.
Auch kommt es zu einer Epinastie. Die Welke eines Triebs oder der
gesamten Pflanze wird schnell irreversibel und fiihrt zum Kollabieren
und Absterben der Pflanze. Das Gefialgewebe in quer durchge-
schnittenen Stingeln verwelkter Pflanzen kann braun werden, und aus
der Schnittflache tritt ein milchiges bakterielles Exsudat aus oder kann
leicht herausgedriickt werden. Wird ein durchgeschnittener Stdngel
senkrecht ins Wasser gehalten, so treten aus den Geféfibiindeln Schleim-
faden aus.

Die Kartoffelknolle. Die Kartoffelknollen sind am Nabelende quer oder
lings durch das Nabelende durchzuschneiden. In der frithen Phase der
Infektion zeigt sich eine glasig gelbe bis hellbraune Verfirbung des
GefaBbiindelringes, aus dem nach einigen Minuten spontan ein blasses,
cremefarbiges Exsudat austritt. Spdter wird die Verfarbung deutlich
braun, und die Nekrose kann sich bis ins parenchymatische Gewebe
erstrecken. In fortgeschrittenen Stadien breitet sich die Infektion von
den Nabelenden und den Augen aus, aus denen Bakterienschleim
austreten kann, an dem Bodenpartikel haften bleiben. Durch den Zerfall
des Gefiligewebes im Knolleninneren konnen auf der Schale rotlich-
braune, leicht eingesunkene Lasionen entstehen. Im fortgeschrittenen
Stadium der Krankheit ist ein sekunddrer Befall mit pilzlicher und
bakterieller Weichféule tiblich.

1.2. Symptome an der Tomate

Die Tomatenpflanze. Das erste sichtbare Symptom ist das schwammige
Aussehen der jlingsten Blatter. Unter fiir den Erreger giinstigen Bedin-
gungen (Bodentemperatur etwa 25 °C bei gesittigter Luftfeuchtigkeit)
wird eine Seite der Pflanze oder die gesamte Pflanze innerhalb weniger
Tage von Epinastie und Welke befallen, die zum volligen Absterben der
Pflanze fiithren. Unter weniger gilinstigen Bedingungen (Bodentempe-
ratur unter 21 °C) ist die Welke geringer, aber es kann sich am Sténgel
eine grofe Zahl von Nebentrieben bilden. An der Stingelbasis lassen
sich wissrig durchtrinkte Streifen beobachten, die ein sichtbares
Zeichen der Nekrose des vaskuldren Systems sind. Wird der Stéingel
quer durchgeschnitten, so tritt aus dem braun verfarbten Gefalgewebe
des Stéangels ein weiler oder gelblicher Bakterienschleim aus.

1.3. Symptome an anderen Wirtspflanzen

Solanum dulcamara und S. nigrum. Unter natiirlichen Bedingungen
lassen sich die Welkesymptome an diesen Unkrautwirtspflanzen nur
selten beobachten, es sei denn, die Bodentemperatur liegt tiber 25 °C
oder die Inokulumdichte ist duBerst groB (z. B. wenn S. nigrum in der
Nihe von kontaminierten Kartoffel- oder Tomatenpflanzen wichst). Tritt
die Welke auf, so entsprechen die Symptome denen, die bei der Tomate
zu beobachten sind. Bei S.-dulcamara-Pflanzen ohne Welkeerscheinung,
die mit Stingel und Wurzeln im Wasser wachsen, kann das Gefafige-
webe an Querschnitten der Stangelbasis oder der unter Wasser befindli-
chen Stingelteile innen eine hellbraune Verfirbung aufweisen. Wird ein
durchgeschnittener Stingel senkrecht ins Wasser gehalten, so konnen
aus dem durchgeschnittenen Geféallgewebe Bakterien austreten und
Schleimfaden bilden, auch wenn keine Welkesymptome an der Pflanze
zu beobachten sind.

2. Schnell-Screeningtests
Schnell-Screeningtests kénnen die vorlédufige Diagnose erleichtern, sind

jedoch nicht unerldsslich. Einen oder mehrere der folgenden validierten
Tests verwenden:
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2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

1.1.

Gefédlbiindeltest
(Siehe Abschnitt VI.A.1)
Nachweis von Poly-f-hydroxybutyrat-Granula (PHB)

Die charakteristischen PHB-Granula in den Zellen von R. solanacearum
werden sichtbar gemacht, indem hitzefixierte Ausstriche von Bakterie-
nexsudat aus infiziertem Gewebe auf einem Mikroskop-Objekttriger mit
Nilblau A oder Sudanschwarz angefirbt werden (siche Abschnitt VI.
A2).

Serologische Agglutinationstests
(Siehe Abschnitt VI.A.3)
Sonstige Tests

Weitere geeignete Schnell-Screeningtests sind u. a. der IF-Test
(Abschnitt VI.A.5), der FISH-Test (Abschnitt VI.A.7), die ELISA-Tests
(Abschnitt VI.A.8) und die PCR-Tests (Abschnitt VI.A.6).

Isolierungsverfahren

a) Das Exsudat oder Bereiche verfarbten Gewebes vom Gefa3biindel-
ring in der Kartoffelknolle oder von den GeféB3stringen im Stingel
von Kartoffel- oder Tomatenpflanzen oder sonstigen welkenden
Wirtspflanzen herausschneiden. In einem geringen Volumen sterilen,
destillierten Wassers oder 50mM Phosphatpuffer (Anlage 4) suspen-
dieren und 5-10 Minuten stehen lassen.

b) Eine Reihe von Dezimalverdiinnungen der Suspension herstellen.

C

~

50-100 pl der Suspension und der Verdiinnungen auf ein Universal-
nahrmedium (NA, YPGA oder SPA; siche Anlage 2) und/oder auf
das Kelman’s selektive Tetrazolium-Medium (Anlage 2) und/oder ein
validiertes selektives Medium (z. B. SMSA; siche Anlage 2)
auftragen. Mit einem geeigneten Verdiinnungsausstrichverfahren
ausspateln oder ausstreichen. Es kann giinstig sein, einen Satz sepa-
rater Platten mit einer verdiinnten Zellsuspension eines Biovar-2-
Stamms von R. solanacearum als Positivkontrolle anzulegen.

d) Die Platten 2-6 Tage bei 28 °C inkubieren.

— Auf den Universalmedien bilden virulente Isolate von R. solana-
cearum perlweille, flache, unregelméBige und schleimige Kolo-
nien, oft mit charakteristischen Wirbeln in der Mitte. Avirulente
Formen von R. solanacearum bilden dagegen kleine, runde,
nichtschleimige, butterartige Kolonien, die vollstindig creme-
farben erscheinen.

— Auf Kelman’s Tetrazolium-Medium und SMSA-Medium sind die
Wirbel blutrot geférbt. Avirulente Formen von R. solanacearum
bilden dagegen kleine, runde, nichtfliissige, butterartige Kolo-
nien, die vollstindig dunkelrot erscheinen.

Tests zur Identifizierung von R. solanacearum

Tests zur Bestdtigung der Identitit R.-solanacearum-verdachtiger Isolate
sind in Abschnitt VI. B aufgefiihrt.

ABSCHNITT III

Detaillierte Beschreibung der Methoden zum Nachweis und zur
Identifizierung von Ralstonia solanacearum in Proben symptom-
freier Kartoffelknollen

Probenaufbereitung
Hinweis:

— Die Standardprobe umfasst 200 Knollen je Test. Fiir umfangreichere
Tests miissen mehr Proben dieser GroBe untersucht werden. Mehr
als 200 Knollen in der Probe fithren zu Hemmungsreaktionen oder
erschweren die Ergebnisauswertung. Das Verfahren ist aber auch fiir
Proben mit weniger als 200 Knollen geeignet, wenn nur wenige
Knollen zur Verfiigung stehen.

— Die Validierung aller im Folgenden beschriebenen Nachweisme-
thoden beruht auf der Untersuchung von Proben einer Gréfe von
200 Knollen.

— Der im Folgenden beschriebene Kartoffelextrakt kann auch zum
Nachweis des Erregers der bakteriellen Ringfiule der Kartoffel,
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, verwendet werden.
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Fakultative Vorbehandlung vor Probenautbereitung:

a) Proben bis zu zwei Wochen vor der Testung bei 25-30 °C inku-
bieren, um die Vermehrung von R.-solanacearum-Populationen anzu-
regen.

b) Knollen waschen. Zwischen den einzelnen Proben geeignete Desin-
fektionsmittel (Chlorverbindungen im Falle des PCR-Tests, um etwa
vorhandene pathogene DNA zu entfernen) und Detergenzien
verwenden. Knollen an der Luft trocknen. Dieses Waschverfahren ist
besonders fiir Proben mit viel anhaftender Erde und in Féllen hilf-
reich (jedoch nicht vorgeschrieben), in denen ein PCR-Test oder ein
direktes Isolierungsverfahren durchgefiihrt werden sollte.

Mit einem sauberen, sterilen Skalpell oder Gemiisemesser die Schale am
Nabelende der Knolle entfernen, so dass das Gefa3biindelgewebe
sichtbar wird. Am Nabelende jeder Knolle sorgfiltig ein kleines, kege-
1formiges Gewebestiick aus dem Gefa3bereich herausschneiden. Dabei
darauf achten, dass moglichst wenig nicht vaskuldres Gewebe erfasst
wird (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main).

Hinweis: Knollen mit Verdachtssymptomen der ,Schleimkrankheit”
(sichtbarer Féulnis) sind auszusondern und separat zu testen.

Werden beim Entfernen des kegelféormigen Gewebestiickchens Symp-
tome der Schleimkrankheit festgestellt, so sollte diese Knolle visuell
gepriift werden; sie wird zu diesem Zweck am Nabelende durchge-
schnitten. Durchgeschnittene Knollen mit verdidchtigen Symptomen
sollten zur Wundverkorkung mindestens 2 Tage bei Raumtemperatur
aufbewahrt und anschlieBend unter angemessenen Quarantinebedin-
gungen (bei 4-10 °C) gelagert werden. Alle Knollen, einschlieBlich
solcher mit Verdachtssymptomen, sind gemil Anhang III aufzube-
wahren.

Die kegelformigen Nabelendstiickchen in unbenutzten verschlieSbaren
und/oder verplombbaren Einwegbehéltnissen sammeln (werden Behilt-
nisse wiederverwendet, so sind sie mit Chlorverbindungen griindlich zu
reinigen und zu desinfizieren). Die Gewebestiickchen sind moglichst
sofort zu verarbeiten bzw. konnen — soweit dies nicht moglich ist —
in ihrem Behéltnis ohne Zugabe von Puffer fiir maximal 72 Stunden
gekiihlt bzw. fiir maximal 24 Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt
werden.

Die Gewebestiickchen nach einem der folgenden Verfahren verarbeiten:

a) Entweder die Stiickchen mit einer ausreichenden Menge (ca. 40 ml)
Extraktionspuffer (Anlage 4) bedecken und auf einem Schiittler (50-
100 rpm) fiir 4 Stunden bei einer Temperatur von weniger als 24 °C
oder 16-24 Stunden bei Kiihlschranktemperatur schiitteln;

oder

b

=

die Stiickchen mit einer ausreichenden Menge (ca. 40 ml) Extrakti-
onspuffer (Anlage 4) entweder in einem Waring- oder Ultra-Thurax-
Mixer oder durch Zerkleinerung in einem robusten verschlossenen
Einweg-Mazerationsbeutel (z. B. Stomacher- oder Bioreba-Plastik-
beutel, 150 mm x 250 mm; strahlensterilisiert) mit einem Gummi-
hammer oder einem geeigneten Zerkleinerungsgerit (z. B. Homex)
homogenisieren.

Hinweis: Das Risiko der Kreuzkontamination von Proben ist grof3, wenn
letztere mit einem Mixer homogenisiert werden. Es sind Vorkehrungen
zu treffen, um jedes Versprithen oder Verschiitten wihrend des Extrakti-
onsprozesses zu vermeiden. Ferner ist sicherzustellen, dass fiir jede
Probe frisch sterilisierte Mixerblétter und Gefdle verwendet werden.
Beim PCR-Test ist eine DNA-Ubertragung auf Behilter oder Zerkleine-
rungsgerite zu vermeiden. Die Zerkleinerung sollte in Einwegbeuteln
und Einwegrohrchen erfolgen, wenn der PCR-Test angewandt werden
soll.

Den Uberstand umfiillen. Wenn er sehr triib ist, entweder durch lang-
sames Zentrifugieren (nicht mehr als 180 g fiir 10 Minuten zwischen 4-
10 °C) oder durch Vakuumfiltration (40-100 um) kldren und den Filter
mit zusétzlichem (10 ml) Extraktionspuffer waschen.

Die Bakterien durch 15-miniitiges Zentrifugieren des erhaltenen Uber-
standes bei 7000 g (oder fiir 10 Minuten bei 10000 g) bei einer Tempe-
ratur zwischen 4-10 °C konzentrieren und den Uberstand verwerfen,
ohne das Pellet aufzuriihren.
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Das Pellet in 1,5 ml Pelletpuffer (Anlage 4) resuspendieren. 500 pl fiir
das Testen auf R. solanacearum, 500 pl fiir Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus und 500 pl fiir Referenzzwecke verwenden. Zum
Referenzaliquot von 500 pl und den restlichen Testaliquots steriles
Glyzerin zugeben, um eine Endkonzentration von 10-25 % (v/v) zu
erreichen, vortexen und bei —16 bis —24 °C (Wochen) oder bei —68 bis —
86 °C (Monate) lagern. Die Testaliquots wéhrend der Testung bei 4-10 ©
C aufbewahren.

Von wiederholtem Einfrieren und Auftauen wird abgeraten.

Muss der Extrakt befordert werden, so ist sicherzustellen, dass der
Transport innerhalb von 24 bis 48 Stunden erfolgt und eine Kiihlbox
verwendet wird.

Zur Vermeidung von Kontaminationen miissen alle R.-solanacearum-
Positivkontrollen und Proben unbedingt separat behandelt werden. Dies
gilt fiir [IF-Objekttrager und fiir sémtliche Tests.

Testung

Siehe Flussdiagramm und Beschreibung der Tests sowie der optimierten
Protokolle in den entsprechenden Anlagen:

Selektive Isolierung (Abschnitt VI.A.4)
IF-Test (Abschnitt VI.A.5)

PCR-Tests (Abschnitt VI.A.6)
FISH-Test (Abschnitt VI.A.7)
ELISA-Tests (Abschnitt VI.A.8)
Biotest (Abschnitt VI.A.9)

Detaillierte Beschreibung der Methoden zum Nachweis und zur
Identifizierung von R. solanacearum in Proben von symptomfreien
Kartoffel-, Tomaten- und sonstigen Wirtspflanzen

Probenaufbereitung

Hinweis: Zum Nachweis latenter R.-solanacearum-Populationen wird
empfohlen, Mischproben zu testen. Das Verfahren ist auch fiir Misch-
proben von bis zu 200 Stingelstiicken geeignet. Werden Erhebungen
durchgefiihrt, so sollten diese an einer statistisch repriasentativen Probe
der zu untersuchenden Pflanzenpopulation ausgerichtet werden.

1-2 cm lange Stidngelstiicke in einem verschlieBbaren, sterilen Behélter
sammeln; dabei wie folgt vorgehen:

Tomatenjungpflanzen: Mit einem sauberen, sterilen Messer an der Stéin-
gelbasis genau tiber der Erde ein 1 cm langes Stingelstiick heraus-
schneiden.

Freiland- oder Gewdchshaustomaten: Mit einem sterilen Messer von
jeder Pflanze den untersten Seitentrieb genau an der Ansatzstelle am
Haupttrieb abschneiden. Vom unteren Ende eines jeden Seitentriebs ein
1 cm grofBes Stiick abschneiden.

Andere Wirtspflanzen: Mit einem sauberen, sterilen Messer oder einer
Gartenschere an der Stdngelbasis genau iiber der Erde ein 1 cm groBes
Stangelstiick herausschneiden. Bei S. dulcamara oder anderen im
Wasser wachsenden Wirtspflanzen 1-2 cm grofle Stiicke aus den unter
Wasser befindlichen Stingeln oder Stolonen mit Wasserwurzeln heraus-
schneiden.

Soll ein bestimmter Standort beprobt werden, so empfiehlt es sich, die
Testung an einer statistisch reprasentativen Probe von mindestens 10
Pflanzen der potenziellen Wirtspflanzen je Entnahmestelle vorzu-
nehmen. Der Erreger ldsst sich im Spétfriihling, Sommer und Herbst am
verldsslichsten nachweisen, allerdings lassen sich natiirliche Infektionen
bei der an Wasserldufen wachsenden winterharten Solanum dulcamara
das ganze Jahr iiber nachweisen. Zu den bekannten Wirtspflanzen
gehoren Durchwuchs-Kartoffeln, Solanum dulcamara, S. nigrum,
Datura stramonium und andere Pflanzen aus der Familie der Nach-
tschattengewéchse. Weitere Wirtspflanzen sind Pelargonium spp. und
Portulaca oleracea. Zu den europdischen Unkrautern, deren Wurzeln
und/oder Rhizosphére unter bestimmten Umweltbedingungen potenziell
mit R.-solanacearum-Populationen (Biovar 2/Rasse 3) infiziert sind,
zdhlen Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chen-
opodium album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranun-
culus scleratus, Rorippa spp, Rumex spp., Silene alba, S. nutans., Tussi-
lago farfarra und Urtica dioica.
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Hinweis: In diesem Stadium konnen innere Symptome (Gewebeverfarb-
ungen oder Bakterienschleim) visuell festgestellt werden. Stangelstiicke
mit Symptomen aussondern und separat testen (siche Abschnitt IT).

Die Sténgelstiicke kurz mit 70 %igem Ethanol desinfizieren und sofort
auf Papiertiichern trocken tupfen. AnschlieBend die Stangelstiicke einer
der folgenden Behandlungen unterziehen:

a) Entweder die Stiicke mit einer ausreichenden Menge (ungeféhr
40 ml) Extraktionspuffer (Anlage 4) bedecken und auf einem
Schiittler (bei 50-100 rpm) fiir 4 Stunden bei einer Temperatur von
weniger als 24 °C bzw. fiir 16-24 Stunden bei Kiihlschranktempe-
ratur schiitteln; oder

b) die Stiicke mit einer ausreichenden Menge (ungefahr 40 ml) Extrak-
tionspuffer (Anlage 4) durch Zerkleinern in einem robusten Mazer-
ationsbeutel (z. B. Stomacher- oder Bioreba-Beutel) mit einem
Gummihammer oder einem geeigneten Zerkleinerungsgerit (z. B.
Homex) unverziiglich verarbeiten. Ist dies nicht moglich, so konnen
die Stingelstiicke gekiihlt fiir hochstens 72 Stunden und bei Raum-
temperatur fiir hochstens 24 Stunden gelagert werden.

Den Uberstand umfiillen, nachdem das Mazerat 15 Minuten gestanden
hat.

Eine weitere Klarung des Extrakts oder Konzentration der Bakterien ist
in der Regel nicht erforderlich, kann jedoch durch Filtrieren und/oder
Zentrifugieren (siche Abschnitte I11.1.1.3 bis 1.1.5) erreicht werden.

Den unverdiinnten oder konzentrierten Probenextrakt in zwei gleiche
Teile teilen. Eine Halfte wihrend der Testung bei 4-10 °C aufbewahren,
die andere Hilfte mit 10-25 % (v/v) sterilem Glyzerin bei —16 bis —24 °©
C (Wochen) oder bei —68 bis —86 °C (Monate) lagern, fiir den Fall, dass
weitere Tests erforderlich werden.

Testung

Siehe Flussdiagramm und Beschreibung der Tests sowie der optimierten
Protokolle in den entsprechenden Anlagen:

Selektive Isolierung (Abschnitt VI.A.4)
IF-Test (Abschnitt VI.A.5)

PCR-Tests (Abschnitt VI.A.6)
FISH-Test (Abschnitt VI.A.7)
ELISA-Tests (Abschnitt VI.A.8)
Biotest (Abschnitt VI.A.9)
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ABSCHNITT IV

1. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solana-
cearum in wasser

[ Wasserprobe (') )

( Konzentration des Erregers (2) )

ZENTRALER SCREENINGTEST
selektive Isolierung (%)
fakultative zuséatzliche Tests: Biotest (*) / Anreicherungs-PCR () / Anreicherungs-ELISA (°)

Kolonien mit typischer Morphologie (7)
nach der Isolierung

R. solanacearum nicht nachgewiesen
NEIN (%) Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

( Reinigung durch Subkultivieren ]

( IDENTIFIZIERUNGSTESTS (°) )—<>—( PATHOGENITATSTEST (%) )

[ Beide Tests bestatigen Reinkultur J

als R. solanacearum
Probe nicht mit
‘ R. solanacearum infiziert

Probe mit
R. solanacearum infiziert
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Empfohlene Probenahmeverfahren siehe Abschnitt IV.2.1.

Beschreibung von Methoden der Erregerkonzentration in Abschnitt IV.2.1. Da die Populationen sowohl des Erregers als auch der
konkurrierenden saprophytischen Bakterien durch die Konzentration zunehmen, sollte diese nur vorgenommen werden, wenn der
Isolierungstest dadurch nicht gehemmt wird.

Beschreibung des selektiven Isolierungstests in Abschnitt VI.A.4.

Beschreibung des Biotests in Abschnitt VI.A.9.

Beschreibung von PCR-Anreicherungsmethoden in den Abschnitten VI.A.4.2 und VI.A.6.

Beschreibung von ELISA-Anreicherungsmethoden in den Abschnitten VI.A.4.2 und VI.A.8.

Beschreibung der typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt 11.3.d.

Das Kultivieren kann aufgrund konkurrierender oder hemmender saprophytischer Bakterien scheitern. Besteht der Verdacht, dass
die Zuverlassigkeit der Isolierungstests durch hohe Saprophytenpopulationen beeintréchtigt wird, so sind die Isolierungstests nach
Verdiinnung der Probe mit sterilem Wasser zu wiederholen.

Eine Reinkultur von R.-solanacearum-verdéchtigen Isolaten wird durch die Tests gemafR Abschnitt VI.B verldsslich identifiziert.
Beschreibung des Pathogenitéatstests in Abschnitt VI.C.
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2.1.

Methoden zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solana-
cearum in Wasser

Grundsatz

Das in diesem Abschnitt beschriebene validierte Verfahren ist zum
Nachweis von Erregern in Proben von Oberflachengewissern bestimmt,
kann aber auch zur Testung von Proben von Kartoffelverarbeitungsab-
fillen oder Kldrschlimmen verwendet werden. Es wird jedoch darauf
hingewiesen, dass die erwartete Nachweisempfindlichkeit je nach
Substrat variiert. Die Sensitivitét des Isolierungstests wird durch Popula-
tionen konkurrierender saprophytischer Bakterien beeinflusst, die bei
der Kartoffelverarbeitung und in Kldrschlimmen im Allgemeinen in viel
groferen Mengen vorkommen als in Oberflichengewdssern. So diirften
mit der nachstehend beschriebenen Methode in Oberflichenwasser zwar
103 Zellen je Liter nachgewiesen werden, bei Kartoffelverarbeitungsab-
fallen oder Klarschlimmen diirfte die Nachweisempfindlichkeit aller-
dings wesentlich niedriger sein. Daher wird empfohlen, Schlamme nach
Reinigungsbehandlungen (z. B. Sedimentation oder Filtration) zu testen,
durch die Populationen saprophytischer Bakterien verringert werden.
Die begrenzte Empfindlichkeit der Testmethode sollte bei der Bewer-
tung der Zuverléssigkeit etwaiger negativer Testergebnisse beriicksich-
tigt werden. Die Methode hat sich bei Erhebungen zur Feststellung des
Vorhandenseins bzw. des Nichtvorhandenseins des Erregers in Oberfld-
chengewissern zwar bewdhrt, ihre Grenzen sollten jedoch klar sein,
wenn dhnliche Erhebungen bei Kartoffelverarbeitungsabféllen oder Klar-
schlammen durchgefiihrt werden.

Probenaufbereitung
Hinweis:

— R. solanacearum in Oberflichengewdssern ldsst sich im Spatfriih-
ling, Sommer und Herbst, wenn die Wassertemperaturen iiber 15 °C
betragen, am verlédsslichsten nachweisen.

— Wiederholte Probenahmen zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb
der oben genannten Zeitspanne an ausgewiesenen Probenahme-
stellen gewdhrleisten verldssliche Ergebnisse, da die Auswirkungen
wechselnder Witterungsverhéltnisse reduziert werden.

— Die Auswirkungen heftiger Niederschldge und die Geografie des
Wasserlaufes miissen beriicksichtigt werden, um gréfere Verdiin-
nungseffekte, die das Auftreten des Erregers verschleiern konnten,
zu vermeiden.

— Oberflaichenwasserproben sollten in Nihe von Wirtspflanzen
gezogen werden, sofern letztere vorhanden sind.

An ausgewihlten Probenahmestellen, wenn moglich in mindestens
30 cm Tiefe und in 2 m Entfernung zum Ufer, Wasserproben ziechen
und in sterile Einwegrohrchen oder -flaschen fiillen. Fiir Verarbeitungs-
und Klédrschlammabfille die Proben an der Stelle ziehen, an der die
Abfille in den Wasserlauf eingeleitet werden. Es werden Proben einer
GroBe von bis zu 500 ml je Entnahmestelle empfohlen. Werden kleinere
Proben bevorzugt, so sollten sie mindestens 3x an jeder Entnahmestelle
entnommen werden, wobei jede Probe aus 2 Unterproben von jeweils
mindestens 30 ml besteht. Fiir eine umfassendere Erhebung je 3 km
Wasserlauf mindestens 3 Entnahmestellen aussuchen und sicherstellen,
dass in den Wasserlauf einmiindende Fliisse ebenfalls beprobt werden..

Proben gekiihlt (4-10 °C) und dunkel transportieren und innerhalb von
24 Stunden testen.

Die Bakterienfraktion kann erforderlichenfalls nach einer der folgenden
Methoden konzentriert werden:

a) 30-50 ml Unterproben bei 10000 g fiir 10 Minuten (oder 7000 g fiir
15 Minuten) vorzugsweise bei 4-10 °C zentrifugieren, Uberstand
verwerfen und das Pellet in 1 ml Pelletpuffer (siche Anlage 4)
resuspendieren.

b) Membran filtrieren (Mindestporengrofle 0,45 pm), anschlieend
Filter mit 5-10 ml Pelletpuffer waschen und Waschwasser auffangen.
Diese Methode ist geeignet fiir groflere Wassermengen mit wenig
Saprophyten.

Bei Proben von Kartoffelverarbeitungsabféllen oder Klérschlimmen
empfiehlt sich eine Konzentration in der Regel nicht, da ebenfalls ange-
reicherte Populationen konkurrierender saprophytischer Bakterien den
Nachweis von R. solanacearum hemmen werden.
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2.2. Testung

Siehe Flussdiagramm und Beschreibung der Tests in den entsprechenden
Anlagen.
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ABSCHNITT V
1. Verfahren zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solana-
cearum im Boden
[ Bodenprobe (")
( Extraktion des Erregers

ZENTRALER SCREENINGTEST
selektive Isolierung (?)
fakultativer zusitzlicher Test: Anreicherungs-PCR (%) / Biotest (*)

alle Testergebnisse negativ
I

R. solanacearum nicht nachgewiesen
Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

Kolonien mit typischer Morphologie (°)
nach der Isolierung

( Reinigung durch Subkultivieren )

( IDENTIFIZIERUNGSTESTS (') )—<>—( PATHOGENITATSTEST (%) j

[ Beide Tests bestatigen Reinkultur ]

als R. solanacearum
’ Probe nicht mit
R. solanacearum infiziert

Probe mit
R. solanacearum infiziert
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Empfohlene Probenahmeverfahren siehe Abschnitt V.2.1.

Beschreibung des selektiven Isolierungstests in Abschnitt VI.A.4.

Beschreibung von PCR-Anreicherungsmethoden in den Abschnitten VI.A.4.2 und VI.A.6.
Beschreibung des Biotests in Abschnitt VI.A.9.

Beschreibung der typischen Kolonienmorphologie in Abschnitt 11.3.d.

Das Kultivieren kann aufgrund konkurrierender oder hemmender saprophytischer Bakterien scheitern. Besteht der Verdacht, dass
die Zuverlassigkeit der Isolierungstests durch hohe Saprophytenpopulationen beeintrachtigt wird, so sind die Isolierungstests nach
Verdiinnung der Probe mit sterilem Wasser zu wiederholen.

Eine Reinkultur von R.-solanacearum-verdachtigen Isolaten wird durch die Tests gemaR Abschnitt VI.B verlasslich identifiziert.
Beschreibung des Pathogenitatstests in Abschnitt VI.C.
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2.1.

2.1.1.

2.1.3.

2.2.

Methoden zum Nachweis und zur Identifizierung von R. solana-
cearum im Boden

Grundsatz

Das in diesem Abschnitt beschriebene validierte Verfahren dient zum
Nachweis des Erregers in Bodenproben, kann jedoch auch verwendet
werden, um Proben von festen Kartoffelverarbeitungsabféllen oder Klar-
schlamm zu testen. Allerdings sind diese Methoden nicht sensitiv genug,
um den Nachweis von R. solanacearum bei geringen und/oder ungleich-
maBig verteilten Populationen, die in natiirlich befallenen Proben dieser
Substrate auftreten konnen, zu gewahrleisten.

Die begrenzte Sensitivitdt dieses Testschemas ist daher bei der Beurtei-
lung der Zuverldssigkeit von negativen Testergebnissen sowie bei der
Verwendung des Schemas zur Feststellung des Vorhandenseins oder
Nichtvorhandenseins des Erregers im Boden oder in Schlémmen zu
beriicksichtigen. Der Erreger wird im Feldboden am zuverldssigsten
ermittelt, indem eine anféllige Wirtspflanze gepflanzt und auf Befallsan-
zeichen beobachtet wird. Aber auch mit dieser Methode ist ein Nach-
weis von schwachen Kontaminationen nicht mdoglich.

Probenaufbereitung

Die Entnahme der Feldbodenproben sollte den Standards der Proben-
ahme flir die Nematodenuntersuchungen folgen. Je Probe 0,5-1 kg
Boden aus 60 Einstichen (Entnahmetiefe 10-20 cm) je 0,3 ha (oder in
einem Raster von 7x7 m) entnehmen. Besteht der Verdacht, dass sich
der Erreger im Feldboden befindet, so ist die Zahl der Einstichstellen
auf 120 je 0,3 ha zu erhdhen. Proben vor der Testung bei 12-15 °C
aufbewahren. Proben von Kartoffelverarbeitungsabfillen oder Klar-
schlammen sind in einer Gesamtmenge von 1 kg und an Stellen zu
entnehmen, die fiir das gesamte zu testende Schlammvolumen représen-
tativ sind. Jede Probe vor der Testung gut mischen.

Teilproben von je 10-25 g Boden oder Schlamm durch Schiitteln
(250 rpm) in 60-150 ml Extraktionspuffer (Anlage 4) bis zu 2 Stunden
dispergieren. Die Dispersion kann ggf. durch Zugabe von 0,02 %igem
sterilem Tween-20 und 10-20 g sterilem Kies unterstiitzt werden.

Die Suspension wahrend der Testung bei 4 °C halten.
Testung

Siehe Flussdiagramm und Beschreibung der Tests in den entsprechenden
Anlagen.

ABSCHNITT VI

OPTIMIERTE PROTOKOLLE FUR DEN NACHWEIS UND DIE IDENTI-

FIZIERUNG VON R. SOLANACEARUM

DIAGNOSE- UND NACHWEISTESTS
Gefiflbiindeltest

Ob in welken Stingeln von Kartoffeln, Tomaten oder anderen Wirts-
pflanzen R. solanacearum vorhanden ist, kann mit folgendem Test leicht
festgestellt werden: Stingel kurz iiber dem Boden abschneiden und die
Schnittflache in ein Réhrchen mit reinem Wasser halten. Nach einigen
Minuten ist zu beobachten, wie aus den durchgeschnittenen Gefaf3biin-
deln spontan typische Bakterienschleimfiaden austreten.

Nachweis von Poly-p-hydroxybutyrat-Granula

1. Auf einem Objekttriger einen Ausstrich des Bakterienexsudats aus
infiziertem Gewebe oder von einer 48-Stunden-Kultur auf YPGA
oder SPA (Anlage 2) herstellen.

2. Fiir Positivkontrollen Ausstriche eines Biovar-2-Stamms von R. sola-
nacearum und ggf. fiir eine Negativkontrolle einen Stamm
verwenden, der als PHB-negativ bekannt ist.

3. An der Luft trocknen lassen. Die Unterseite eines jeden Objekttréagers
schnell {iber eine Flamme fiihren, um den Ausstrich zu fixieren.

4. Préparat wie nachstehend beschrieben mit Nilblau oder Sudan-
schwarz firben und unter dem Mikroskop auswerten.
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Nilblautest

a) Jeden Objekttrager mit 1 %iger wissriger Losung von Nilblau A
vollstindig bedecken und 10 Minuten bei 55 °C inkubieren.

b) Férbelosung ablaufen lassen. Kurz unter schwach flieBendem
Leitungswasser abwaschen. Uberschiissiges Wasser mit Papiertii-
chern aufnehmen.

c) Ausstrich mit 8 %iger wissriger Essigsdure vollstindig bedecken
und 1 Minute bei Raumtemperatur inkubieren.

d) Kurz unter schwach flieBendem Leitungswasser abwaschen. Uber-
schiissiges Wasser mit Papiertiichern aufnehmen.

e) Mit einem Tropfen Wasser wieder befeuchten und Deckglas
auflegen.

) Gefirbten Ausstrich unter einem Epifluoreszenzmikroskop bei
450 nm unter Olimmersion und bei einer VergroBerung von 600-
1000 (Ol- oder Wasserimmersionsobjektiv) priifen.

g) Auf kréftig orangefarbene Fluoreszenz von PHB-Granula achten.
Auch bei Normallicht betrachten, um sicherzustellen, dass die
Granula intrazelluldr sind und die Zellmorphologie typisch fiir R.
solanacearum ist.

Sudanschwarztest

a) Jeden Objekttrager mit 0,3 %iger Sudanschwarz-B-Losung in 70 %
igem Ethanol vollstindig bedecken und 10 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubieren.

b) Farbelosung ablaufen lassen, kurz unter Leitungswasser abwaschen
und iiberschiissiges Wasser mit Papiertiichern aufnehmen.

c) Objekttrager kurz in Xylol tauchen und mit Papiertiichern trocken-
tupfen. Achtung: Xylol ist gesundheitsschddlich! Erforderliche
Vorsichtsmafinahmen treffen und unter dem Abzug arbeiten.

d) Objekttrager mit 0,5 %igem (w/v) wissrigem Safranin vollstindig
bedecken und 10 Sekunden bei Raumtemperatur inkubieren.
Achtung: Safranin ist gesundheitsschddlich! Erforderliche Vorsichts-
mafnahmen treffen und unter dem Abzug arbeiten.

e) Unter schwach flieBendem Leitungswasser abwaschen, iiberschiis-
siges Wasser mit Papiertiichern aufnehmen und Deckglas auflegen.

f) Geférbten Ausstrich im Durchlichtmikroskop unter Olimmersion bei
einer Vergroferung von 1000 (Olimmersionsobjektiv) priifen.

g) Auf blau-schwarz gefdarbte PHB-Granula in R.-solanacearum-Zellen
mit rosa gefarbten Zellwénden achten.

Serologische Agglutinationstests

Die Agglutination von R.-solanacearum—Zellen in Bakterienschleim
oder symptomatischen Gewebeextrakten ldsst sich am besten mit vali-
dierten Antikorpern (siche Anlage 3) feststellen, die mit geeigneten
Farbmarkierern wie roten Staphylococcus-aureus-Zellen oder gefarbten
Latex-Partikeln markiert sind. Wird ein handelsiibliches Testkit (siche
Anlage 3) verwendet, so sind die Herstelleranweisungen zu befolgen.
Ansonsten wie folgt verfahren:

a) Tropfen einer Suspension aus markiertem Antikorper und Bakterie-
nschleim (jeweils ca. 5 pl) auf Sichtfeldern von Multiwell-Objekttra-
gern mischen.

b) Positiv- und Negativkontrollen aus Suspensionen von R.-solana-
cearum-Biovar 2 und einem heterologen Stamm zubereiten.

c) 15 Sekunden vorsichtig mischen und danach auf Agglutinationsan-
zeichen in positiven Proben beobachten.

Selektive Isolierung
Selektivausstrich

Hinweis: Bevor diese Methode zum ersten Mal angewandt wird, sind
Voruntersuchungen durchzufiihren, um sicherzustellen, dass 10 bis 104
koloniebildende Einheiten von R. solanacearum je ml, die Extrakten aus
Proben mit vorhergehendem negativen Testergebnis zugegeben wurden,
reproduzierbar nachgewiesen werden konnen.

Ein geeignetes, validiertes Selektivmedium wie SMSA (modifiziert
durch Elphinstone et al., 1996; sieche Anlage 2) verwenden.
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4.2.

Dabei muss R. solanacearum von anderen Bakterien, die auf dem
Medium Kolonien bilden konnen, sorgfiltig differenziert werden.
Dariiber hinaus koénnen R.-solanacearum-Kolonien eine atypische
Morphologie aufweisen, wenn die Platten iiberwuchert oder auch anta-
gonistische Bakterien vorhanden sind. Besteht Verdacht auf Bakterie-
nkonkurrenz oder -antagonismus, so ist die Probe nach einer anderen
Methode erneut zu testen.

Die hochste Nachweisempfindlichkeit ldsst sich bei dieser Methode mit
frisch aufbereiteten Probenextrakten erreichen. Allerdings eignet sich
die Methode auch fiir Extrakte, die bei —68 bis —86 °C unter Zugabe
von Glyzerin gelagert wurden.

Als Positivkontrollen Dezimalverdiinnungen einer Suspension von 10°
cfu je ml eines virulenten Biovar-2-Stammes von R. solanacearum (z.
B. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) herstellen. Um jegliches
Kontaminationsrisiko zu vermeiden, die Positivkontrollen véllig
getrennt von den Testproben vorbereiten.

Fiir jede neu bereitete Charge eines Selektivmediums ist seine Eignung
zum Anziichten des Erregers zu priifen, bevor es zur Untersuchung von
Routineproben verwendet wird.

Kontrollmaterial wie die Probe(n) testen.

Einen geeigneten Verdiinnungsausstrich durchfiihren, um sicherzu-
stellen, dass saprophytische koloniebildende Hintergrundpopulationen
ausverdiinnt werden. 50-100 pl je Platte und je Verdiinnung ausstrei-
chen.

Die Platten bei 28 °C inkubieren. Die Platten nach 48 Stunden und
danach tdglich bis zu sechs Tage lang auswerten. Auf dem SMSA-
Medium erscheinen fiir R. solanacearum typische milchig weille, flache,
unregelméBige und schleimige Kolonien, die nach drei Tagen Inkuba-
tion im Zentrum eine rosa bis blutrote Farbung mit Strichen oder
Wirbeln aufweisen (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/
sanco/Home/main).

Hinweis: Mitunter bilden sich auf diesem Medium atypische R.-solana-
cearum-Kolonien. Diese konnen klein, rund, vollig rot und nicht
schleimig oder nur teilweise schleimig sein, so dass es schwierig ist, sie
von koloniebildenden saprophytischen Bakterien zu unterscheiden.

Die R.-solanacearum-verdachtigen-Kolonien nach Ausspateln oder
Verdiinnungsausstrich auf einem Universalmedium reinigen, um
einzelne Kolonien zu isolieren (siche Anlage 2).

Kulturen fiir kurze Zeit in sterilem Wasser (pH 6-8, chlorfrei) bei Raum-
temperatur im Dunkeln und fiir lingere Zeit in einem geeigneten Kaélte-
schutzmedium bei —68 bis —86 °C oder lyophilisiert lagern.

Verdichtige Kulturen identifizieren (siche Abschnitt VI.B.) und einen
Pathogenititstest durchfiihren (siche Abschnitt VI. C).

Auswertung der Ergebnisse des Selektivausstrichtests

Der Selektivausstrichtest ist negativ, wenn nach sechs Tagen keine
Bakterienkolonien sichtbar sind oder wenn keine verdachtigen R.-sola-
nacearum-typischen Kolonien festgestellt werden, vorausgesetzt, dass
keine Hemmung durch konkurrierende oder antagonistische Bakterien
anzunehmen ist und dass typische R.-solanacearum-Kolonien bei den
Positivkontrollen gefunden wurden.

Der Selektivausstrichtest ist positiv, wenn R.-solanacearum-verdachtige-
Kolonien isoliert werden.

Anreicherungsverfahren

Ein validiertes Anreicherungsmedium wie den modifizierten Wilbrink-
Bouillon verwenden (siehe Anlage 2).

Dieses Verfahren kann zur selektiven Vermehrung von R.-solanacearum-
Populationen in Probenextrakten und Erhéhung der Nachweisempfind-
lichkeit verwendet werden. Mit diesem Verfahren lassen sich auch Inhi-
bitoren der PCR-Reaktion wirksam verdiinnen (1:100). Die Anreiche-
rung von R. solanacearum kann allerdings aufgrund konkurrierender
oder antagonistischer saprophytischer Organismen scheitern, die hdufig
gleichzeitig angereichert werden. Aus diesem Grund kann es schwierig
sein, aus angereicherten Bouillon-Kulturen R. solanacearum zu
isolieren. Da die Populationen von serologisch verwandten Saprophyten
zunehmen konnen, wird empfohlen, fiir den ELISA-Test spezifische
monoklonale statt polyklonale Antikérper zu verwenden.
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42.1.

42.2.

42.3.
4.2.4.

5.1

Fiir Anreicherungs-PCR 100 pl des Probenextrakts in 10 ml Anreiche-
rungsbouillon (Anlage 2) geben, der zuvor in DNA-freie Rohrchen oder
Flaschen aliquotiert wurde. Fiir Anreicherungs-ELISA kann das
Verhéltnis zwischen Probenextrakt und Anreicherungsbouillon grofier
sein (z. B. 100 pl Probenextrakt in 1,0 ml Anreicherungsbouillon).

Fiir 72 Stunden bei 27-30 °C in Schiittel- oder Standkultur mit zwecks
Beliiftung lose aufgesetzten Deckeln inkubieren.

Vor Gebrauch fiir ELISA- oder PCR-Tests gut mischen.

Den Anreicherungsbouillon in gleicher Weise behandeln wie die Probe
(n) in den oben aufgefiihrten Tests.

Hinweis: Wird bei der Anreicherung mit einer Hemmung von R. solana-
cearum aufgrund hoher Populationen bestimmter konkurrierender sapro-
phytischer Bakterien gerechnet, so kann eine Anreicherung der Proben-
extrakte vor dem Zentrifugieren oder anderen Konzentrationsschritten
zu besseren Ergebnissen fiithren.

IF-Test

Grundsatz

Der IF-Test wird als Hauptscreeningtest empfohlen, weil er nachweislich
stabil genug ist, um die vorgeschriebenen Schwellenwerte zu erreichen.

Wird der IF-Test als Hauptscreeningtest angewandt und fallt der IF-
Befund positiv aus, so muss als zweiter Screeningtest der Isolierungs-,
der PCR- oder der FISH-Test durchgefiihrt werden. Wird der IF-Test als
zweiter Screeningtest angewandt und fallt der IF-Befund positiv aus, so
sind zum Abschluss der Analyse weitere Tests (siche Flussdiagramm)
erforderlich.

Hinweis: Validierte Herkunft von Antikérpern gegen R. solanacearum
verwenden (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main). Es wird empfohlen, fiir jede neue Antikdrpercharge den
Titer zu bestimmen. Der Titer wird definiert als die hochste Verdiin-
nung, bei der eine optimale Reaktion eintritt, wenn eine Suspension aus
10° bis 10° Zellen je ml des homologen Stammes von R. solanacearum
mit einem geeigneten Fluorescein-Isothiocyanat-(FITC)-Konjugat nach
Herstellervorgaben getestet wird. Alle validierten polyklonalen Anti-
seren hatten einen IF-Titer von mindestens 1:2000. Beim Test sollten
die Antikorper in Arbeitsverdiinnung(en) (AV) auf oder nahe am
Titerwert verwendet werden.

Der Test ist an frisch aufbereiteten Probenextrakten durchzufiihren. Er
kann erforderlichenfalls auch an Extrakten vorgenommen werden, die
bei —68 bis —86 °C unter Glyzerinzugabe gelagert haben. Das Glyzerin
kann durch Zugabe von 1 ml Pelletpuffer (Anlage 4), 15-miniitiges
Rezentrifugieren bei 7000 g und Resuspension in gleicher Menge
Pelletpuffer entfernt werden. Dieser Arbeitsschritt ist hdufig nicht erfor-
derlich, vor allem, wenn die Proben durch Abflammen am Objekttrager
fixiert werden.

Separate Objekttrager mit Positivkontrollen des homologen Stammes
oder eines anderen Referenzstammes von R. solanacearum, geméil
Anlage 3. B. in Kartoffelextrakt und fakultativ in Puffer suspendiert,
vorbereiten.

Als dhnliche Kontrolle auf demselben Objekttrager sollte nach Moglich-
keit natiirlich infiziertes Gewebe (durch Lyophilisierung oder Einfrieren
bei —16 bis —24 °C gelagert) verwendet werden.

Als Negativkontrollen Aliquots des Probenextrakts verwenden, deren
vorheriges Testergebnis negativ war.

Die fiir diesen Test zur Verfugung stehenden standardisierten Positiv-
und Negativ-Kontrollmaterialien sind in Anlage 3 aufgefiihrt.

Multiwellobjekttrager mit vorzugsweise 10 Sichtfeldern von mindestens
6 mm Durchmesser verwenden.

Das Kontrollmaterial nach demselben Verfahren testen wie die Probe(n).

Die Objekttriager nach einem der folgenden Verfahren
vorbereiten

i) Pellets mit relativ wenig Stérkesediment:

Ein abgemessenes Standardvolumen (15 pl reichen fiir ein Feld von
6 mm Durchmesser aus — bei grofieren Feldern ein entsprechend
groferes Volumen verwenden) des 1/100 verdiinnten resuspendierten
Kartoffelpellets auf das erste Feld pipettieren. Dieselbe Menge
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unverdiinntes Pellet (1/1) auf die restlichen Felder der Reihe pipet-
tieren. Die zweite Reihe kann, wie in Abbildung 1 dargestellt, als
Duplikat oder fiir eine zweite Probe verwendet werden.

ii) Andere Pellets:

Dezimalverdiinnungen (1/10 und 1/100) des resuspendierten Pellets
in Pelletpuffer herstellen. Ein abgemessenes Standardvolumen (15 pl
reichen fiir ein Feld von 6 mm Durchmesser aus — bei groferen
Feldern ein entsprechend groferes Volumen verwenden) des
resuspendierten Pellets und jeder Verdiinnung auf eine Felderreihe
pipettieren. Die zweite Reihe kann, wie in Abbildung 2 dargestellt,
als Duplikat oder fiir eine zweite Probe verwendet werden.

5.2. Tropfen bei Umgebungstemperatur oder durch Erwérmen auf 40 bis 45 °©
C trocknen lassen. Bakterienzellen entweder durch 15-miniitiges
Erhitzen bei 60 °C, Abflammen, mit 95 %igem Ethanol oder nach
genauen Anweisungen des Antikorper-Lieferanten am Objekttrager
fixieren.

Soweit erforderlich, konnen fixierte Objekttriger vor weiteren Tests
eingefroren in einem trockenen Behiltnis fiir kurze Zeit (jedoch hoch-
stens drei Monate) gelagert werden.

5.3. IF-Verfahren
i) Bei Objekttragervorbereitung nach 5.1 Ziffer i:

Einen Satz Zweifachverdiinnungen des Antikérpers in IF-Puffer
herstellen. Im ersten Feld sollte 1/2 des Titers (T/2), in den
anderen Feldern 1/4 des Titers (T/4), 1/2 des Titers (T/2), der
Titer (T) und das Doppelte des Titers (2T) enthalten sein.

ii) Bei Objekttrigervorbereitung nach 5.1 Ziffer ii:

Herstellung der Arbeitsverdiinnung (AV) des Antikorpers in IF-
Puffer. Die Arbeitsverdiinnung beeinflusst die Spezifitét.

Abb. 1. Vorbereitung des Objekttragers nach 5.1 Ziffer i und 5.3
Ziffer i

Verdiinnungen des resuspendierten Pellets

1/100 171 171 1711 171 [J Verdiinnung des
resuspendierten
Pellets

(T = Titer) T/2 T/4 T2 T 2T [J  Zweifachverdiin-
nungen des Anti-
serums/Antikor-
pers

obe ! O © 06 060
1 2 3 4 5

Duplikat von Probe 1 oder . ‘ . ‘ ‘

Probe 2 6 7 g 9 10

Abb. 2. Vorbereitung des Objekttriges nach 5.1 Ziffer ii und 5.3
Ziffer ii

Arbeitsverdiinnung des Antiserums/Antikorpers

11 1/10 1/100 leer leer [J  Dezimalverdiin-
nungen des
resuspendierten
Pellets

Probe 1 . . . . .

1 2 3 4 5
Duplikat von Probe 1 oder . . . . .
Probe 2 6 7 8 9 10

5.3.1.  Die Objekttrager auf feuchten Papiertiichern auslegen. Alle Testfelder
mit Antikérperverdiinnung(en) bedecken. Das auf die Felder aufgetra-
gene Antikdrpervolumen muss mindestens dem Volumen des aufgetra-
genen Extraktes entsprechen.

Liegen keine spezifischen Anweisungen des Antikorper-Lieferanten vor,
so ist folgendes Verfahren anzuwenden:
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5.3.2.

5.33.

5.3.4.

5.3.5.

5.3.6.

5.3.7.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.44.

5.4.5.

Objekttrager abgedeckt 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-25 °C) auf
feuchten Papiertiichern inkubieren.

Tropfen vom Objekttréger abschiitteln, und die Objekttrager sorgfiltig
mit IF-Puffer spiilen. 5 Minuten mit IF-Puffer-Tween (Anlage 4) und
anschliefend in IF-Puffer waschen. Kreuzkontaminationen durch Spriih-
oder Tropfenbildung vermeiden. Uberschiissige Feuchtigkeit durch
Abtupfen sorgfiltig entfernen.

Objekttriager auf feuchten Papiertiichern auslegen. Testfelder mit der zur
Titer-Bestimmung verwendeten FITC-Konjugatverdiinnung bedecken.
Das auf die Felder aufgetragene Konjugatvolumen muss dem Volumen
des aufgetragenen Antikorpers entsprechen.

Objekttriager abgedeckt 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-25 °C) auf
feuchten Papiertiichern inkubieren.

Konjugattropfen vom Objekttriger abschiitteln. Wie unter 5.3.3 ange-
geben waschen und spiilen.

Uberschiissige Feuchtigkeit sorgfiltig entfernen.

Auf jedes Feld 5-10 pl 0,1 M phosphatgepuffertes Glyzerin (Anlage 4)
oder eine handelsiibliche Antifading-Deckfliissigkeit auftragen und
Deckglas auflegen.

IF-Test-Befund

Testobjekttrager unter einem Epifluoreszenz-Mikroskop mit Filtern, die
fiir FITC-Anregung geeignet sind, unter Ol- oder Wasserimmersion bei
einer VergrofBerung von 500-1000 untersuchen. Jedes Feld in zwei
rechtwinklig zueinander stehenden Durchmessern sowie entlang des
Feldrandes mikroskopisch untersuchen. Bei Proben, die keine oder nur
wenige Zellen zeigen, mindestens 40 Mikroskopfelder untersuchen.

Zunidchst den Objekttriger mit der Positivkontrolle priifen. Die Zellen
miissen stark fluoreszieren und bei dem festgelegten Antikorpertiter oder
der festgelegten Arbeitsverdiinnung vollstdndig gefdarbt sein. Bei
abweichender Fiarbung zum Normalzustand ist der IF-Test (Abschnitt VI.
A.5) zu wiederholen.

Auf Anwesenheit hell fluoreszierender Zellen mit charakteristischer R.-
solanacearum-Morphologie in den Testfeldern auf den Testobjekttragern
priifen (sieche Website http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main). Die Intensitdt der Fluoreszenz muss der des positiven Kontroll-
stammes bei gleicher Antikdrperverdiinnung entsprechen. Unvollstindig
gefirbte oder nur schwach fluoreszierende Zellen sind nicht zu beriick-
sichtigen.

Bei jeglichem Verdacht auf eine Kontamination ist der Test zu wieder-
holen. Dies kann der Fall sein, wenn alle Objekttrager in einer Charge
wegen Pufferkontamination positive Zellen zeigen oder wenn auf der
Objekttragerbeschichtung (auBerhalb der Felder) positive Zellen
gefunden werden.

Der Immunofluoreszenztest hat in Bezug auf die Spezifitit verschiedene
Probleme. Es ist damit zu rechnen, dass in Pellets aus Kartoffelnabe-
lenden und Stingelstiicken Hintergrundpopulationen mit fluoreszie-
renden Zellen und atypischer Morphologie sowie kreuzreagierende
saprophytische Bakterien mit R.-solanacearum-ahnlicher GroBie und
Morphologie auftreten.

Nur fluoreszierende Zellen von typischer Grole und Morphologie bei
Verwendung des Titers oder der Arbeitsverdiinnung der Antikorper
(siehe 5.3.) beriicksichtigen.

Auswertung des IF-Befundes:

i) Fiir jede Probe, bei der stark fluoreszierende Zellen mit charakteristi-
scher Morphologie gefunden werden, sind die mittlere Anzahl typi-
scher Zellen je Mikroskopfeld zu schétzen und die Zahl typischer
Zellen je ml resuspendiertes Pellet zu berechnen (Anlage 5).

Der IF-Befund gilt bei Proben mit mindestens 5 x 10° typischen
Zellen je ml resuspendiertes Pellet als positiv. Die Probe gilt in
diesem Falle als potenziell kontaminiert, und es sind weitere Tests
erforderlich.

ii) Der IF-Befund gilt bei Proben mit weniger als 5 x 10% Zellen je ml
resuspendiertes Pellet als negativ. Weitere Tests sind in diesem Falle
nicht erforderlich.
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6.1.

PCR-Tests

Grundsatz

Wird der PCR-Test als Hauptscreeningtest angewandt und fallt dieser
Test positiv aus, so muss obligatorisch als zweiter Screeningtest der
Isolierungstest oder der IF-Test durchgefiihrt werden. Wird der PCR-
Test als zweiter Screeningtest durchgefiihrt und féllt der Test positiv
aus, so sind zur Sicherung der Diagnose weitere Tests nach dem Fluss-
diagramm erforderlich.

Dieses Testverfahren wird als Hauptscreeningtest nur empfohlen, wenn
es fachkundig durchgefiihrt werden kann.

Hinweis: Vorangehende Tests mit diesem Verfahren miissen gewihrlei-
sten, mindestens 103 bis 10* Zellen von R. solanacearum je ml, die
Probenextrakten mit vorhergehendem negativen Testergebnis zugefiigt
wurden, reproduzierbar nachzuweisen. Moglicherweise sind Optimie-
rungsversuche erforderlich, um in allen Laboratorien ein hchstmogli-
ches Niveau an Sensitivitit und Spezifitit zu gewéhrleisten.

Validierte PCR-Reagenzien und -Protokolle (siche Anlage 6)
verwenden. Vorzugsweise eine Methode mit interner Kontrolle wéhlen.

Alle erforderlichen Vorkehrungen treffen, um eine Kontamination der
Probe mit Ziel-DNA zu vermeiden. Der PCR-Test ist von erfahrenen
Technikern und in fiir molekular-biologische Arbeiten vorgesehenen
Laboratorien durchzufiihren, um das Risiko einer Kontamination mit
Ziel-DNA auf ein Mindestmall zu begrenzen.

Negativkontrollen (fiir DNA-Extraktions- und PCR-Verfahren) sind stets
als letzte Probe zu behandeln, damit nachvollziehbar bleibt, ob eine
DNA-Verschleppung stattgefunden hat.

Die folgenden Negativkontrollen sollten in den PCR-Test einbezogen
werden:

— Probenextrakt, der zuvor negativ auf R. solanacearum getestet
wurde;

— Pufferkontrollen, die zum Extrahieren des Bakteriums und der DNA
aus der Probe verwendet werden;

— PCR-Reaktionsmischung.

Die folgenden Positivkontrollen sollten in den PCR-Test einbezogen
werden:

— Aliquots resuspendierter Pellets, denen R. solanacearum zugegeben
wurde (Vorbereitung sieche Anlage 3 Abschnitt B);

— eine Suspension aus 10° Zellen je ml R. solanacearum in Wasser
aus einem virulenten Isolat (z. B. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP
3857; siehe Anlage 3 Abschnitt B);

— soweit moglich wahrend des PCR-Tests auch DNA aus positiven
Kontrollproben verwenden.

Um potenzielle Kontaminationen zu vermeiden, sind Positivkon-
trollen von den Testproben riumlich getrennt vorzubereiten.

Probenextrakte sollten moglichst frei von Erdresten sein. Daher
empfiehlt sich in bestimmten Féllen, Extrakte aus gewaschenen Kartof-
feln herzustellen, wenn PCR-Protokolle angewandt werden sollen.

Die fiir diesen Test zur Verfiigung stehenden standardisierten Positiv-
und Negativ-Kontrollmaterialien sind in Anlage 3 aufgefiihrt.

DNA-Reinigungsmethoden

Positive und negative Kontrollproben wie oben beschrieben verwenden
(siehe Anlage 3).

Das Kontrollmaterial nach demselben Verfahren testen wie die Probe(n).

Es stehen diverse Methoden zur Reinigung der Ziel-DNA aus
komplexen Probensubstraten zur Verfligung, wodurch PCR-Inhibitoren
entfernt und andere enzymatische Reaktionen ausgeschlossen werden
und die Ziel-DNA im Probenextrakt konzentriert wird. Die folgende
Methode wurde zur Verwendung mit der validierten PCR-Methode
(Anlage 6) optimiert.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.3.1.

a) Methode nach Pastrik (2000)

1) 220 pl Lysispuffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HC1 [pH 8,0], 1
mM EDTA [pH 8,0]) in ein 1,5-ml-Eppendorf-Réhrchen pipet-
tieren.

2) 100 pl Probenextrakt zugeben und bei 95 °C fiir 10 Minuten in
einen Thermoblock oder ein Wasserbad stellen.

3) Rohrchen 5 Minuten auf Eis kiihlen.

4) 80 pl Lysozym-Stammldsung (50 mg Lysozym je ml in 10 mM
Tris-HCI, pH 8,0) zugeben und fiir 30 Minuten bei 37 °C inku-
bieren.

5) 220 pl Easy-DNA®-Losung A (Invitrogen) zugeben, durch
Vortexen mischen und fiir 30 Minuten bei 65 °C inkubieren.

6) 100 pl Easy-DNA®-Losung B (Invitrogen) zugeben und kraftig
vortexen, bis das Préazipitat im Rohrchen frei fliet und die
Probe gleichméBig viskos ist.

7) 500 pl Chloroform zugeben und vortexen, bis die Viskositét
nachlésst und die Mischung homogen wird.

8) Zur Phasentrennung und Ausbildung der Interphase bei 15000 g
und 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugieren.

9) Oberphase in ein sauberes Eppendorf-Réhrchen iiberfiihren.

10) 1 ml 100 %iges Ethanol (20 °C) zugeben, kurz vortexen und
fiir 10 Minuten auf Eis inkubieren.

11) Bei 15000 g und 4 °C fir 20 Minuten zentrifugieren und
Ethanol vom Pellet entfernen.

12) 500 pl 80 %iges Ethanol (20 °C) zugeben und durch Inver-
tieren des Rohrchens mischen.

13) Bei 15000 g und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugieren, das Pellet
bewahren und das Ethanol entfernen.

14) Pellet an der Luft oder in einer DNA-Speedvac trocknen lassen.

15) Pellet in 100 pl sterilem Reinstwasser (UPW) resuspendieren
und bei Raumtemperatur mindestens 20 Minuten stehen lassen.

16) Bei —20 °C lagern, bis es fiir die PCR benotigt wird.

17) Etwa vorhandenes weilles Prézipitat abzentrifugieren und 5 pl
des DNA-haltigen Uberstands fiir die PCR verwenden.

b) Andere Methoden

Andere Methoden der DNA-Extraktion (z. B. Qiagen DNeasy Plant
Kit) sind akzeptabel, sofern sie DNA aus Kontrollproben mit 103
bis 10* Zellen des Krankheitserregers je ml nachweislich ebenso
wirksam reinigen.

PCR

Test- und Kontroll-Templates nach dem validierten Protokoll
(Abschnitt VI.A.6) fiir die PCR vorbereiten. Eine Dezimalverdiinnung
des Proben-DNA-Extrakts (1:10 in UPW) herstellen.

Nach dem vorgegebenen Protokoll (Anlage 6) in einem kontaminations-
freien Umfeld eine geeignete PCR-Reaktionsmischung herstellen. Es
wird empfohlen, wenn mdglich ein Multiplex-PCR-Protokoll zu
verwenden, das auch eine interne PCR-Kontrolle enthalt.

Nach den vorgegebenen PCR-Protokollen (Anlage 6) 2 bis 5 ul DNA-
Extrakt je 25 pl PCR-Reaktion in sterile PCR-R&hrchen geben.

Eine negative Kontrollprobe mit ausschlieSlich PCR-Reaktionsmischung
einbeziehen und anstelle der Probe UPW zugeben, das zur Herstellung
der PCR-Mischung verwendet wurde.

Die Rohrchen in den Thermocycler stellen, der fir die vorausgehenden
Tests verwendet wurde, und das entsprechend optimierte PCR-
Programm (Anlage 6) verwenden.

Analyse des PCR-Produktes

PCR-Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese auftrennen. Dazu
mindestens 12 pl amplifizierte DNA-Reaktionsmischung jeder Probe,
mit 3 pl Beladungspuffer (Anlage 6) gemischt, in 2,0 % (w/v) Agarose-
Gelen in Tris-Acetat-EDTA-(TAE)-Puffer (Anlage 6) bei 5-8 V je cm
laufen lassen. Einen geeigneten DNA-Marker, z. B. ,,100 bp ladder”,
verwenden.
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6.3.2.

6.3.3.

6.3.4.

DNA-Banden durch Anférben in Ethidiumbromid (0,5 mg je 1) fiir 30-
60 Minuten sichtbar machen. Dieses Mutagen vorsichtig handhaben.

Das angeféarbte Gel unter UV-Transillumination (A = 302 nm) auf ampli-
fizierte PCR-Produkte der erwarteten GroBle (Anlage 6) untersuchen und
dokumentieren.

Bei neuen Feststellungen/Fillen ist die Authentizitédt des PCR-Fragments
durch Restriktionsenzymanalyse an einer Probe der verbliebenen ampli-
fizierten DNA zu bestitigen, d. h. die Probe bei optimaler Temperatur
und Zeitdauer mit einem geeigneten Enzym und Puffer (Anlage 6) zu
inkubieren. Die verdauten Fragmente wie zuvor durch Agarose-Gelelek-
trophorese auftrennen, nach Anférben mit Ethidiumbromid charakteristi-
sche Restriktionsfragmentmuster unter UV-Transillumination priifen und
mit der unverdauten und verdauten Positivkontrolle vergleichen.

Auswertung des PCR-Testergebnisses:

Der PCR-Test ist negativ, wenn das R.-solanacearum-spezifische PCR-
Produkt der erwarteten GroBe nicht fiir die untersuchte Probe, jedoch
fiir alle positiven Kontrollproben nachgewiesen wird (bei Multiplex-
PCR mit pflanzenspezifischen internen Kontrollprimern muss ein
zweites PCR-Produkt der erwarteten GroBe in der untersuchten Probe
amplifiziert werden).

Der PCR-Test ist positiv, wenn das R.-solanacearum-spezifische PCR-
Produkt der erwarteten Grofle und (soweit erforderlich) des erwarteten
Restriktionsmusters nachgewiesen wird, vorausgesetzt, es wird nicht in
einer der negativen Kontrollproben amplifiziert. Ein positives Ergebnis
kann auch durch Wiederholung des Tests mit einem zweiten PCR-
Primerset (Anlage 6) verldsslich bestitigt werden.

Hinweis: Es besteht Verdacht auf PCR-Hemmung, wenn das erwartete
Fragment aus der positiven Kontrollprobe stammt, die R. solanacearum
in Wasser enthilt, bei positiven Kontrollproben, die R. solanacearum in
Kartoffelextrakt enthalten, jedoch negative Ergebnisse erzielt werden. In
Multiplex-PCR-Protokollen mit internen PCR-Kontrollen liegt eine
Reaktionshemmung vor, wenn keines der beiden Fragmente erhalten
wird.

Es besteht Verdacht auf Kontamination, wenn das erwartete Fragment in
einer oder mehrerer der Negativkontrollen erhalten wird.

FISH-Test

Grundsatz

Wird der FISH-Test als erster Screeningtest angewandt und féllt dieser
Test positiv aus, so muss obligatorisch als zweiter Screeningtest der IF-
Test durchfithrt werden. Wird der FISH-Test als zweiter Screeningtest
durchgefiihrt und féllt der Test positiv aus, so sind zur Sicherung der
Diagnose weitere Tests nach dem Flussdiagramm erforderlich.

Hinweis: Validierte R.-solanacearum-spezifische Oligo-Sonden (siche
Anlage 7) verwenden. Vorausgehende Tests mit diesem Verfahren
miissen gewahrleisten, mindestens 10° bis 10* Zellen von R. solana-
cearum je ml, die Probenextrakten mit zuvor negativem Testergebnis
zugefligt wurden, reproduzierbar nachzuweisen.

Das im Folgenden beschriebene Verfahren ist vorzugsweise an frisch
hergestelltem Probenextrakt durchzufiihren, kann aber auch bei Proben-
extrakten angewandt werden, die bei —16 bis —24 °C oder bei —68 bis —
86 °C unter Glyzerinzugabe gelagert wurden.

Als Negativkontrollen sind Aliquots von Probenextrakten zu verwenden,
die zuvor mit negativem Testergebnis auf R. solanacearum untersucht
wurden.

Als Positivkontrollen aus einer 3-5 Tage alten Kultur Suspensionen mit
10° bis 10¢ Zellen von R. solanacearum Biovar 2 (z. B. Stamm NCPPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857, siche Anlage 3) je ml in 0,01 M Phos-
phatpuffer (PB) vorbereiten. Separate Objekttriager mit Positivkontrollen
des homologen Stammes oder eines anderen Referenzstammes von R.
solanacearum, in Kartoffelextrakt suspendiert, vorbereiten (siche
Anlage 3 B).

Die FITC-marktierte eubakterielle Oligo-Sonde bietet insofern eine
Kontrolle fiir den Hybridisierungsprozess, als sie alle Eubakterien
anfirbt, die in der Probe vorhanden sind.
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Die fiir diesen Test zur Verfiigung stehenden standardisierten Positiv-
und Negativ-Kontrollmaterialien sind in Anlage 3 Abschnitt A aufge-
fiihrt.

Das Kontrollmaterial nach demselben Verfahren testen wie die Probe(n).
7.1. Fixierung des Kartoffelextrakts

Das folgende Protokoll basiert auf Wullings ef al., (1998):
7.1.1.  Fixierlosung herstellen (siche Anlage 7).

7.1.2. 100 pl von jedem Probenextrakt in ein Eppendorf-Réhrchen pipettieren
und fiir 7 Minuten bei 7000 g zentrifugieren.

7.1.3.  Uberstand verwerfen und das Pellet in 200 ul Fixiermittel, das <
24 Stunden zuvor angesetzt wurde, 16sen. Vortexen und 1 Stunde lang
im Kiihlschrank inkubieren.

7.1.4.  Fiir 7 Minuten bei 7000 g zentrifugieren. Uberstand verwerfen und das
Pellet in 75 pl 0,01 M PB resuspendieren (siche Anlage 7).

7.1.5. 16 ul der fixierten Suspensionen auf einen sauberen Multitest-Objekt-
trager (siche Abbildung 7.1) auftragen. Zwei verschiedene Proben je
Objekttrager auftragen, unverdiinnt und 10 pl zur Herstellung einer
1/100-Verdiinnung (in 0,01 M PB) verwenden. Die restliche Probenlo-
sung (49 pl) kann nach Zugabe von 1 Volumen 96 %igem Ethanol bei —
20 °C gelagert werden. Fiir den Fall, dass der FISH-Test wiederholt
werden muss, das Ethanol abzentrifugieren und dasselbe Volumen von
0,01 M PB zugeben (durch Vortexen vermischen).

Abb. 7.1. Layout des FISH-Objekttrégers

Probe 1 Blank Blank Blank Probe 2
Feld 1 Feld 2 Feld 3 Feld 4 Feld 5
Probe 1 Blank Blank Blank Probe 2
Feld 6 Feld 7 Feld 8 Feld 9 Feld 10
Deckglas 1 Deckglas 2

7.1.6.  Objekttrager an der Luft (oder bei 37 °C auf einer Wéarmebank)
trocknen lassen und anschlieend durch Abflammen fixieren.

In dieser Phase des Verfahrens kann die Hybridisierung unterbrochen
und am néchsten Tag fortgesetzt werden. Objekttriager sollten staubfrei
und trocken bei Raumtemperatur gelagert werden.

7.2. Hybridisierung

7.2.1.  Die Zellen in aufsteigender Ethanolreihe von 50 %, 80 % und 96 % fiir
jeweils 1 Minute dehydratisieren. Objekttrager in einem Objekttrage-
rhalter lufttrocknen lassen.

7.2.2.  Durch Auslegen des Bodens einer luftdichten Box mit Zellstoff- oder
Filterpapier, das in 1x Hybmix (Anlage 7) eingeweicht wurde, eine
feuchte Inkubationskammer vorbereiten. Die Box im Hybridisierungs-
ofen bei 45 °C fiir mindestens 10 Minuten vorinkubieren.

7.2.4.  Die ersten und letzten vier Felder ohne Lufteinschluss mit Deckglasern
(24 x 24 mm) abdecken. Objekttriger in die vorgewirmte feuchte
Kammer geben und fiir 5 Stunden im Ofen bei 45 °C im Dunkeln hybri-
disieren.

7.2.5.  Drei Becher vorbereiten mit 1 1 Reinstwasser (UPW), 1 1 1x Hybmix
(334 ml 3x Hybmix und 666 ml UPW) und 1 1 1/8x Hybmix (42 ml 3x
Hybmix und 958 ml UPW) und jeweils im Wasserbad bei 45 °C vorin-
kubieren.

7.2.6.  Deckgldser abnehmen und Objekttriger in einen Objekttragerhalter
stellen.

7.2.7.  Auswaschen der iiberschiissigen Sonde durch 15-miniitiges Inkubieren
bei 45 °C im Becher mit 1x Hybmix.

7.2.8.  Objekttragerhalter in 1/8 Hybmix-Waschlosung stellen und fiir weitere
15 Minuten inkubieren.
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7.2.9.

7.3.

7.3.1.

7.3.2.

7.3.3.

7.3.4.

7.3.5.

7.3.6.

Objekttriger kurz in den Becher mit UPW tauchen und auf Filterpapier
setzen. Uberschiissige Feuchtigkeit durch leichtes Abdecken der Ober-
flache mit Filterpapier aufsaugen. 5-10 pl Antifading-Deckfliissigkeit (z.
B. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA 0.A.) auf jedes Feld geben
und den gesamten Objekttrager mit einem grofen Deckglas (24 x
60 mm) abdecken.

FISH-Test-Befund

Den Objekttrager unverziiglich unter einem Epifluoreszenz-Mikroskop
bei 630- oder 1000-facher VergroBerung unter Olimmersion untersu-
chen. Mit einem fiir die FITC-Markierung (Fluorescein-Isothiocyanat)
geeigneten Filter werden eubakterielle Zellen (einschlieSlich der meisten
Gram-negativen Zellen) in der Probe leuchtend griin angefarbt. Mit
einem Filter fiir Tetramethylrhodamin-5-Isothiocyanat leuchten Cy3-
angefarbte Zellen von R. solanacearum fluoreszierend rot. Die Zellmor-
phologie mit der der Positivkontrollen vergleichen. Die Zellen miissen
stark fluoreszieren und vollstindig gefarbt sein. Der FISH-Test
(Abschnitt VI.A.7) ist bei abweichender Farbung zum Normalzustand
zu wiederholen. Jedes Sichtfeld in zwei rechtwinklig zueinander
stehenden Durchmessern sowie entlang des Feldrandes mikroskopisch
untersuchen. Bei Proben, die keine oder nur wenige Zellen zeigen,
mindestens 40 Mikroskopfelder untersuchen.

Auf stark fluoreszierende Zellen mit charakteristischer Morphologie von
R. solanacearum in den Testfeldern auf den Testobjekttragern untersu-
chen (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main). Die Intensitit der Fluoreszenz muss der des positiven Kontroll-
stammes entsprechen oder stirker sein. Unvollstindig gefirbte oder
schwach fluoreszierende Zellen sind nicht zu beriicksichtigen.

Bei jeglichem Verdacht auf eine Kontamination ist der Test zu wieder-
holen. Dies kann der Fall sein, wenn alle Objekttrager in einer Charge
wegen Pufferkontamination positive Zellen zeigen oder wenn positive
Zellen auf der Objekttragerbeschichtung (auBerhalb der Felder)
gefunden werden.

Der FISH-Test hat in Bezug auf die Spezifitit verschiedene Probleme.
Es ist damit zu rechnen, dass in Pellets aus Kartoffelnabelenden und
Sténgelstiicken Hintergrundpopulationen fluoreszierender Zellen mit
atypischer Morphologie und kreuzreagierende saprophytische Bakterien
mit R.-solanacearum-ghnlicher Grofe und Morphologie auftreten, wenn
auch weniger haufig als beim IF-Test.

Es sind nur fluoreszierende Zellen typischer Grofle und Morphologie zu
beriicksichtigen.

Auswertung des FISH-Test-Befundes:

i) Giiltig sind FISH-Test-Ergebnisse, wenn mit Hilfe des FITC-Filters
grin fluoreszierende Zellen mit R.-solanacearum-typischer Grofe
und Morphologie und mit Hilfe des Rhodaminfilters rot fluoreszie-
rende Zellen in allen Positivkontrollen, jedoch in keiner einzigen
Negativkontrolle festgestellt werden. Werden hellfluoreszierende
Zellen einer R.-solanacearum-typischen Morphologie beobachtet, fiir
jedes mikroskopische Feld die durchschnittliche Anzahl typischer
Zellen schitzen und die Zahl der typischen Zellen je ml resuspen-
diertes Pellet (Anlage 4) berechnen. Proben mit mindestens 5 x 103
typischen Zellen je ml resuspendiertes Pellet gelten als potenziell
kontaminiert, und weitere Tests sind erforderlich. Proben mit
weniger als 5 x 103 typischen Zellen je ml resuspendiertes Pellet
gelten als negativ.

ii

=

Der FISH-Test ist negativ, wenn mit dem Rhodaminfilter keine rot
fluoreszierenden Zellen mit R.-solanacearum-typischer Grofe und
Morphologie festgestellt werden, vorausgesetzt allerdings, dass sich
in den Positivkontrollen bei Verwendung des Rhodaminfilters typi-
sche rot fluoreszierende Zellen nachweisen lassen.

ELISA-Tests

Grundsatz

Aufgrund seiner relativ geringen Sensitivitidt kann der ELISA-Test nur
als fakultativer Test in Ergénzung zum IF-, PCR- oder FISH-Test durch-
gefiihrt werden. Soll DAS-ELISA verwendet werden, so sind Anreiche-
rung und die Verwendung von monoklonalen Antikérpern obligatorisch
(siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).
Um die Sensitivitdt des Tests zu erhohen, kann es sinnvoll sein, die
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Proben vor der Durchfithrung des ELISA-Tests anzureichern, aber das
kann aufgrund anderer konkurrierender Organismen in der Probe schei-
tern.

Hinweis: Validierte Herkiinfte von Antikdrpern gegen R. solanacearum
verwenden (siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main). Der Titer ist fir jede neue Antikorpercharge zu
bestimmen. Der Titer wird definiert als die hochste Verdiinnung, bei der
eine optimale Reaktion eintritt, wenn eine Suspension aus 103 bis 10°
Zellen je ml des homologen Stammes von R. solanacearum mit einem
geeigneten sekundidren Antikorper-Konjugat nach Herstellervorgaben
getestet wird. Fiir den Test sollten die Antikdrper in Arbeitsverdiin-
nungen auf oder sehr nah am Titerwert der handelsiiblichen Formulie-
rung verwendet werden.

Den Titer der Antikorper auf einer Suspension aus 10° bis 10° Zellen je
ml des homologen R.-solanacearum-Stamms bestimmen.

Probenextrakt, der zuvor mit negativem Ergebnis auf R. solanacearum
getestet wurde, und die Suspension eines nicht kreuzreagierenden Bakte-
riums in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) als Negativkon-
trollen einbeziehen.

Als Positivkontrolle Aliquots eines Probenextrakts mit vorhergehendem
negativen Testergebnis, mit 10° bis 10* Zellen je ml von R. solana-
cearum Biovar 2 (z. B. Stamm NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857,
siche Anlage 2 Abschnitte A und B) gemischt, verwenden. Zum
Vergleich der Ergebnisse auf jeder Platte eine Standardsuspension von
10 bis 10° Zellen je ml von R. solanacearum in PBS verwenden.
Darauf achten, dass die Positivkontrollen auf der Mikrotiterplatte von
den Testproben deutlich getrennt aufgetragen sind.

Die fiir diesen Test zur Verfigung stehenden standardisierten Positiv-
und Negativ-Kontrollmaterialien sind in Anlage 3 Abschnitt A aufge-
fiihrt.

Das Kontrollmaterial nach demselben Verfahren testen wie die Probe(n).

Zwei ELISA-Protokolle wurden validiert:
a) Indirekter ELISA (Robinson Smith et al., 1995)

1) 100-200 pl Aliquots des Probenextrakts verwenden (durch
Erhitzen fir 4 Minuten bei 100 °C im Wasserbad oder im Ther-
moblock lassen sich unspezifische Ergebnisse in einigen Fallen
reduzieren).

2) Gleiches Volumen doppelt konzentrierten Beschichtungspuffer
(Anlage 4) zugeben und vortexen.

3) In mindestens zwei Vertiefungen der Mikrotiterplatte (z. B.
Nunc-Polysorp oder gleichwertige Platte) Aliquots von jeweils
100 pl geben und eine Stunde bei 37 °C oder iiber Nacht bei 4 °©
C inkubieren.

4) Extrakte aus den Vertiefungen vollstindig entfernen. Vertie-
fungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4) waschen; die letzte
Waschlosung sollte dabei mindestens 5 Minuten in den Vertie-
fungen bleiben.

5) Die geeignete Verdiinnung von R.-solanacearum-Antikdrpern in
Blockierungs-Puffer (Anlage 4) herstellen. Fiir validierte
handelsiibliche Antikdrper die empfohlenen Verdiinnungen (in
der Regel doppelte Konzentration des Titers) verwenden.

6

=

100 pl in jede Vertiefung geben und eine Stunde bei 37 °C inku-
bieren.

7

~

Antikorperlosung aus den Vertiefungen vollstindig entfernen
und Vertiefungen wie zuvor beschrieben (Nummer 4) waschen.

8) Die geeignete Verdiinnung des sekundiren Antikorper-Alkali-
sche-Phosphatase-Konjugats in Blockierungs-Puffer herstellen.
100 pl in jede Vertiefung geben und eine Stunde bei 37 °C inku-
bieren.

9) Antikorperkonjugat aus den Vertiefungen vollstdndig entfernen
und Vertiefungen wie zuvor beschrieben (Nummer 4) waschen.

10

~

100 pl Alkalische-Phosphatasesubstratlosung (Anlage 4) in jede
Vertiefung geben. Im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren
und in regelmaBigen Abstinden innerhalb von 90 Minuten
Extinktion bei 405 nm messen.
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9.1.

9.2.

b) DASI ELISA

1) Die geeignete Verdiinnung von polyklonalen Anti-R.-solana-
cearum-Immunoglobulinen in Beschichtungspuffer pH 9,6
(Anlage 4) herstellen. 200 pl in jede Vertiefung geben. 4
bis 5 Stunden bei 37 °C oder 16 Stunden bei 4 °C inkubieren.

2) Vertiefungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4) waschen.

In mindestens zwei Vertiefungen 190 pl des Probenextrakts
geben. In zwei Vertiefungen jeder Platte auBerdem Positiv- und
Negativkontrollen geben. 16 Stunden bei 4 °C inkubieren.

3) Vertiefungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4) waschen.

4) Eine geeignete Verdiinnung von R.-solanacearum-spezifischen
monoklonalen Antikoérpern in PBS (Anlage 4) herstellen, die
auflerdem 0,5 %iges bovines Serumalbumin (BSA) enthilt,
und 190 pl in jede Vertiefung geben. 2 Stunden bei 37 °C inku-
bieren.

5) Vertiefungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4) waschen.

6) Eine geeignete Verdiinnung von Anti-Maus-Immunoglobulinen
konjugiert mit alkalischer Phosphatase in PBS herstellen. 190 pl
in jede Vertiefung geben. 2 Stunden bei 37 °C inkubieren.

7) Vertiefungen dreimal mit PBS-Tween (Anlage 4) waschen.

8) Eine Alkalische-Phosphatase-Substratlosung mit 1 mg p-Nitro-
phenyl-Phosphat je ml Substratpuffer (Anlage 4) herstellen.
200 pl in jede Vertiefung geben. Im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubieren und in regelmdBigen Abstinden innerhalb von
90 Minuten Extinktion bei 405 nm messen.

Auswertung der ELISA-Testergebnisse

Der ELISA-Test ist negativ, wenn die durchschnittliche optische Dichte
(OD) der Vertiefungen der Duplikatprobe < 2x OD der Vertiefung mit
dem negativen Probenextrakt betrigt, sofern die OD fiir die Positivkon-
trollen alle tiber 1,0 (nach 90-miniitigem Inkubieren mit dem Substrat)
betragen und groBer als das Doppelte der OD der negativen Probenex-
trakte sind.

Der ELISA-Test ist positiv, wenn die durchschnittliche optische Dichte
(OD) der Vertiefungen der Duplikatprobe > 2x OD der Vertiefung mit
dem negativen Probenextrakt betrdgt, sofern die abgelesene OD bei
allen Vertiefungen mit Negativkontrollen < 2x der Vertiefungen mit den
Positivkontrollen betragt.

Negative ELISA-Ableseergebnisse der Vertiefungen mit den Positivkon-
trollen weisen darauf hin, dass der Test nicht korrekt durchgefiihrt
wurde oder dass eine Hemmung stattgefunden hat. Positive ELISA-
Ableseergebnisse bei Negativkontrollen deuten auf eine Kreuzkontami-
nation oder nichtspezifische Bindung der Antikorper hin.

Biotest

Hinweis: Vorausgehende Tests mit diesem Verfahren miissen garan-
tieren, mindestens 10? bis 104 koloniebildende Einheiten von R. solana-
cearum je ml, die Probenextrakten mit zuvor negativem Testergebnis
zugefligt wurden, reproduzierbar nachzuweisen (fiir die Vorbereitung
siche Anlage 3).

Optimale Nachweisempfindlichkeit ist unter optimalen Wachstumsbe-
dingungen und bei Verwendung von frisch hergestelltem Probenextrakt
gegeben. Die Methode ist jedoch auch fiir Extrakte geeignet, die bei —
68 bis —86 °C unter Glyzerinzugabe gelagert wurden.

Protokoll nach Janse (1988):

Fiir jede Probe sind 10 Testpflanzen anfalliger Tomatensorten (z. B.
Moneymaker oder Sorten mit gleichwertiger Anfalligkeit, die durch das
Testlabor bestimmt wurde) im Blattstadium 3 zu verwenden. Fiir Einzel-
heiten zur Kultivierung siche Anlage 8. Als Alternative konnen
Auberginen (z. B. Sorte Black Beauty oder Sorten mit gleichwertiger
Anfilligkeit) verwendet werden. Nur Pflanzen im Blattstadium 2-3, d. h.
bis zur vollen Ausbildung des dritten Blattes, verwenden. Es hat sich
gezeigt, dass die Symptome bei Auberginen weniger ausgepragt sind
und sich langsamer entwickeln, so dass empfohlen wird, moglichst
Tomatenjungpflanzen zu verwenden.

100 pl des Probenextrakts auf die Testpflanzen verteilen.
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9.2.1.

9.2.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

9.7.

Spritzeninokulation

Die Pflanzenstingel mit einer Spritze, die mit einer hypodermischen
Nadel (nicht weniger als 23G) versehen ist, direkt iber den Keimblit-
tern beimpfen. Die Probe auf die Testpflanzen verteilen.

Schlitzinokulation

Die Pflanze zwischen zwei Fingern halten, einen Tropfen (etwa 5
bis 10 pl) des suspendierten Pellets zwischen den Keimbléttern und dem
ersten Blatt auf den Sténgel pipettieren.

Mit einem sterilen Skalpell den Stingel vom Pellettropfen aus diagonal
ca. 1,0 cm lang und etwa zwei Drittel der Stingeldicke tief einritzen.

Den Schnitt mit steriler Vaseline (Spritze) verschlieBen.

Nach derselben Inokulationsmethode jeweils fiinf Sdmlinge mit einer
wissrigen Suspension von 10° bis 10° Zellen je ml aus einer 48-
Stunden-Kultur eines virulenten Biovar-2-Stamms von R. solanacearum
als Positivkontrolle und mit Pelletpuffer (Anlage 4) als Negativkontrolle
beimpfen. Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen sind die posi-
tiven und negativen Kontrollpflanzen von den anderen Pflanzen zu
trennen.

Die Testpflanzen in Quarantdneeinrichtungen bis zu vier Wochen bei
25-30 °C und hoher relativer Luftfeuchtigkeit weiter wachsen lassen
und regelmdBig wissern, um Staundsse oder Welken durch Wasser-
mangel zu verhindern. Um Kontaminationen zu vermeiden, positive und
negative Kontrollpflanzen auf getrennten Arbeitstischen in einem
Gewichshaus oder einer Wachstumskammer inkubieren oder, bei Platz-
mangel, sicherstellen, dass die Behandlungen streng getrennt erfolgen.
Miissen verschiedene Proben eng nebeneinander inkubiert werden, so
sind sie durch geeignete Schutzwinde zu trennen. Beim Diingen,
Wiissern, Untersuchen oder anderen Behandlungen sind alle erforderli-
chen Vorkehrungen zu treffen, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden.
Gewéchshduser und Wachstumskammern miissen unbedingt frei von
Insekten jeder Art gehalten werden, da diese das Bakterium von Probe
zu Probe iibertragen konnen.

Auf Anzeichen von Welke, Epinastie, Chlorosen und/oder Wachstum-
sstorungen achten.

Von infizierten Pflanzen isolieren (Abschnitt I1.3) und gereinigte
Kulturen von R.-solanacearum-verdachtigen Isolaten identifizieren
(Abschnitt VL.B.).

Werden nach drei Wochen keine Symptome festgestellt, den IF-/PCR-/
Isolierungstest an einer Mischprobe von 1 cm langen Stingelstiicken
jeder Testpflanze, die iiber der Inokulationsstelle herausgeschnitten
werden, durchfiihren. Bei positivem Testergebnis den Verdiinnungsaus-
strichtest (Abschnitt 4.1) durchfiihren.

Reinkulturen von R.-solanacearum-verdachtigen Isolaten identifizieren
(Abschnitt VI. B).

Auswertung des Biotest-Ergebnisses

Giiltig sind Biotestergebnisse, wenn Pflanzen der Positivkontrolle typi-
sche Symptome zeigen, das Bakterium von diesen Pflanzen reisoliert
werden kann und bei den Negativkontrollen keine Symptome festgestellt
werden.

Das Testergebnis ist negativ, wenn die Testpflanzen nicht mit R. solana-
cearum infiziert sind und sofern R. solanacearum in Positivkontrollen
nachgewiesen wird.

Das Testergebnis ist positiv, wenn die Testpflanzen mit R. solanacearum
infiziert sind.

IDENTIFIZIERUNGSTESTS
Reinkulturen  von  R.-solanacearum-verdachtigen  Isolaten  mit
mindestens zwei der folgenden Testmethoden identifizieren, die auf

unterschiedlichen biologischen Grundsétzen beruhen.

Fiir jeden durchgefiihrten Test ggf. bekannte Referenzstimme einbe-
zichen (siche Anlage 3).
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2.2.

2.3.
2.4.

3.1.

3.2.

3.3.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1
5.2

Niihr- und enzymatische Tests zur Identifizierung

Die folgenden phénotypischen Eigenschaften, die bei R. solanacearum
entweder allgemein vorhanden oder nicht vorhanden sind, nach den
Methoden von Lelliott and Stead (1987), Klement et al. (1990) und
Schaad (2001) bestimmen.

Test Erwartetes Ergebnis

Produktion fluoreszierender Pigmente -

Poly-B-hydroxybutyrat-Einschliisse +
Oxidations-/Fermentationstest (O/F) O+/F-
Katalaseaktivitét +
Kovac’s Oxidase-Test +
Nitratreduktion +
Citratverwertung +
Wachstum bei 40 °C -
Wachstum in 1 % NaCl +

Wachstum in 2 % NaCl -
Arginin-Dihydrolase-Aktivitét -
Gelatineverfliissigung -
Stérkehydrolyse -
Aesculinhydrolyse -
Levanproduktion -
IF-Test

Eine Suspension von anndhernd 10° Zellen je ml in IF-Puffer herstellen
(Anlage 4).

Eine 2-fache Verdiinnungsreihe eines geeigneten Antikorpers herstellen
(sieche Website http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

IF-Verfahren anwenden (Abschnitt VI.A.5).

Der IF-Test ist positiv, wenn der IF-Titer der Kultur dem der Positivkon-
trolle entspricht.

ELISA-Test

Hinweis: Neben dieser Methode keinen weiteren serologischen Test
anwenden, wenn nur zwei Identifizierungstests durchgefiihrt werden.

Eine Suspension von ca. 10% Zellen je ml in 1x PBS (Anlage 4)
herstellen.

Ein geeignetes ELISA-Verfahren mit einem spezifischen monoklonalen
Antikdrper gegen R. solanacearum anwenden.

Der ELISA-Test ist positiv, wenn der ELISA-Wert der Kultur
mindestens der Hélfte des Wertes der Positivkontrolle entspricht.

PCR-Tests

Eine Suspension von anndhernd 10° Zellen je ml in Reinstwasser
(UPW) vorbereiten.

100 pl der Zellsuspension in geschlossenen Rohrchen in einem Thermo-
block oder Siedewasserbad bei 100 °C fiir 4 Minuten erhitzen. Die
Proben konnen anschlieend bis zu ihrer Verwendung bei —16 bis —24 °©
C gelagert werden.

Geeignete PCR-Verfahren anwenden, um R.-solanacearum-spezifische
Fragmente zu amplifizieren (z. B. Seal et al. (1993); Pastrik and Maiss
(2000); Pastrik et al. (2002); Boudazin et al. (1999); Opina et al.
(1997), Weller et al. (1999)).

R. solanacearum gilt als positiv identifiziert, wenn die PCR-Produkte
dieselbe Grofie und dieselben Restriktionsfragment-Langenpolymor-
phismen aufweisen wie der positive Kontrollstamm.

FISH-Test
Eine Suspension von annéhernd 10° Zellen je ml in UPW herstellen.

FISH-Verfahren (Abschnitt VI.A.7) mit mindestens zwei R.-solana-
cearum-spezifischen Oligo-Sonden (Anlage 7) anwenden.
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5.3. Der FISH-Test ist positiv, wenn die Kultur ebenso reagiert wie die Posi-
tivkontrolle.

6. Bestimmung des Fettsidureprofils (FAP)

6.1. Die Kultur auf Trypticase-Soja-Agar (Oxoid) fiir 48 Stunden bei 28 °C
anziichten.

6.2. Ein geeignetes FAP-Verfahren anwenden (Janse, 1991; Stead, 1992).

6.3. Ein FAP-Test ist positiv, wenn das Profil der verdédchtigen Kultur mit
dem der Positivkontrolle identisch ist. Das Vorliegen charakteristischer
Fettsduren (14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H und 18:1 20H) und das
Fehlen von 16:0 30H deuten mit hoher Sicherheit auf Ralstonia sp. hin.

7. Stammcharakterisierungsmethoden

Fiir jeden neuen Fall, in dem R. solanacearum isoliert wurde, wird eine
Stammcharakterisierung unter Anwendung einer der folgenden
Methoden empfohlen.

Fiir jeden durchgefiihrten Test ggf. bekannte Referenzstimme einbe-
ziehen (siche Anlage 3).

7.1. Biovarbestimmung

R. solanacearum wird nach der Fahigkeit, drei Disaccharide und drei
Zuckeralkohole zu verwerten und/oder zu oxidieren, in Biovare unter-
teilt (Hayward, 1964, und Hayward et al., 1990). Ndhrmedien fiir den
Biovartest sind in Anlage 2 beschrieben. Der Test kann zuverldssig
durch Stichbeimpfung der Medien mit Reinkulturen von R.-solana-
cearum-Isolaten und Inkubieren bei 28 °C durchgefiihrt werden. Werden
die Nédhrmedien auf sterile 96er-Zellkulturplatten (200 pl pro Vertie-
fung) verteilt, so wird nach 72 Stunden ein Farbumschlag von olivgriin
nach gelb sichtbar, was ein positives Testergebnis anzeigt.

Biovar
1 2 3 4 5
Verwertung von:
Maltose - + - +
Laktose - + - +
D(+)-Cellobiose - + - +
Mannitol - - + + +
Sorbitol - - + + -
Dulcitol - - + + -
Durch zusitzliche Tests kann Biovar 2 in Subphénotypen unterteilt
werden:
. Biovar 2A Biovar 2T
Biovar 2A . . . .
(weltwleir verbreitet) {m Clarls (fm gz
und Kolumbien) Gebieten)
Verwertung von Trehalose - + +
Verwertung von Meso-Inositol + - +
Verwertung von D-Ribose - - +
Pektolytische Aktivitat (') gering gering hoch

(") Siehe Lelliott and Stead (1987).

7.2. Genetischer Fingerabdruck

Die molekulare Unterscheidung von Stdmmen des R.-solanacearum-
Komplexes kann durch verschiedene Techniken erfolgen, einschlielich

7.2.1.  Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus-Analyse (RFLP) (Cook et
al., 1989).

7.2.2.  Repetitive Sequenz PCR mit REP-, BOX- und ERIC-Primern (Louws et
al., 1995; Smith et al., 1995).

7.2.3.  AFLP-Analyse (Amplifizierter Fragmentldngenpolymorphismus) (Van
der Wolf et al., 1998).
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7.3.

PCR-Methoden

Spezifische PCR-Primer (Pastrik ef al., 2003; siche Anlage 6) konnen
verwendet werden zur Unterscheidung der Stdmme der Gruppe 1
(Biovar 3, 4 und 5) und der Gruppe 2 (Biovar 1, 2A und 2T) von R.
solanacearum, wie urspriinglich durch RFLP-Analyse (Cook et al.,
1989) und 16S-rDNA-Sequenzierung (Taghavi et al., 1996) festgelegt.

BESTATIGUNGSTEST

Der Pathogenititstest dient der endgiiltigen Bestitigung der Diagnose
von R. solanacearum und der Bewertung der Virulenz von als R. sola-
nacearum identifizierten Kulturen.

1) Aus 24-48 Stunden alten zu testenden Kulturen und einem geeig-
neten positiven Kontrollstamm von R. solanacearum (z. B. NCPPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857; siche Anlage 3) ein Inokulum mit
einer Zelldichte von etwa 10° Zellen/ml herstellen.

2) 5-10 anfillige Tomaten- bzw. Auberginensdmlinge im Blattstadium 3
beimpfen (siche Abschnitt VI.A.9).

3) Die Pflanzen bis zu zwei Wochen bei 25-28 °C inkubieren. Dabei
fir hohe relative Luftfeuchtigkeit sorgen und regelmafig wéssern,
um Staundsse bzw. Trockenheitsstress zu verhindern. Bei Reinkul-
turen setzt die typische Welke innerhalb von zwei Wochen ein.
Treten nach diesem Zeitraum keine Symptome auf, so kann die
Kultur nicht als eine pathogene Form von R. solanacearum bestitigt
werden.

4) Auf Anzeichen von Welke und/oder Epinastie, Chlorose und Wachs-
tumsstorungen achten.

5) Von Pflanzen mit Symptomen wie folgt isolieren: Ein Sténgelstiick
2 cm oberhalb der Inokulationsstelle herausschneiden, zerkleinern
und in wenig sterilem destilliertem Wasser oder 50 mM Phosphat-
puffer (Anlage 4) suspendieren. Aus der Suspension durch Verdiin-
nungsausstrich oder Ausstrich auf ein geeignetes Medium, vorzugs-
weise ein selektives Medium (Anlage 2), isolieren, 48-72 Stunden
bei 28 °C inkubieren und auf Bildung typischer R.-solanacearum-
Kolonien achten.
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Anlage 1

An der Optimierung und Validierung von Protokollen beteiligte Laboratorien

Labor (') Ort Land
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Wien und Linz Osterreich
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgien
Plantedirektoratet Lyngby Dénemark
Central Science Laboratory York England
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Schottland
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Frankreich
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Frankreich
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Deutschland
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Deutschland
State Laboratory Dublin Irland
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bologna Italien
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosani- Verona Italien
tar1
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Niederlande
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Niederlande
Direcgdo-Geral de Protecgdo das Culturas Lissabon Portugal
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spanien
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Spanien
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Schweden

(") Kontaktperson: siche Website http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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a)

b)

Anlage 2

Medien zur Isolierung und Kultivierung von R. solanacearum

Universalnihrmedien

Néhragar (NA)
Nihragar (Difco)

Destilliertes Wasser

230¢g
1,01

Substanzen auflésen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterili-

sieren.

Hefe-Pepton-Glucose-Agar (YPGA)
Hefeextrakt (Difco)

Bacto-Pepton (Difco)
D(+)-Glucose (Monohydrat)
Bacto-Agar (Difco)

Destilliertes Wasser

50¢g
50¢g
10,0 g
150¢g
1,01

Substanzen aufldsen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterili-

sieren.

Saccharose-Pepton-Agar (SPA)

Saccharose
Bacto-Pepton (Difco)
K,HPO,
MgSO,.7H,0
Bacto-Agar (Difco)
Destilliertes Wasser
pH 7,2-7.4

20,0 g
50¢g
05¢g
0,25 g
150¢g
1,01

Substanzen auflsen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterili-

sieren.

Kelmans Tetrazolium-Medium

Casaminoséuren (Difco)
Bacto-Pepton (Difco)
Dextrose

Bacto-Agar (Difco)

Destilliertes Wasser

1,0g
10,0 g
50¢g
150¢g
1,01

Substanzen auflsen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterili-

sieren.

Auf 50 °C abkiihlen und filtersterilisierte Losung von 2,3,5-Triphenyl-Tetrazo-
liumchlorid (Sigma) bis zu einer Endkonzentration von 50 mg/l zugeben.

Validierte Selektivnihrmedien

SMSA-Medium (Englebrecht, 1994, modifiziert von Elphinstone et al., 1996)

Basismedium

Casaminoséuren (Difco)
Bacto-Pepton (Difco)

Glyzerin

Bacto-Agar (Difco) (siche Hinweis 2)
Destilliertes Wasser

1,0g
10,0 g
5,0 ml
150 g
1,01

Substanzen aufldsen und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterili-

sieren.
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<)

Auf 50 °C abkiihlen und fiir die angegebenen Endkonzentrationen filtersterili-
sierte wissrige Losungen der folgenden Inhaltsstoffe zugeben:

Kristallviolet (Sigma)
Polymixin-B-Sulfat (Sigma P-1004)
Bacitracin (Sigma B-0125)
Chloramphenicol (Sigma C-3175)
Penicillin-G (Sigma P-3032)
2,3,5-Triphenyl-Tetrazoliumchlorid

5 mg/l

600000 U (ca. 100 mg)/1
1250 U (ca. 25 mg)/l

5 mg/l

825 U (ca. 0,5 mg)/l

50 mg/1

(Sigma)

Hinweis:

1. Andere als die oben aufgefiihrten Reagenzien konnen das Wachstum von
R. solanacearum beeintrachtigen.

2. An Stelle von Bacto-Agar (Difco) kann Agar No 1 (Oxoid) verwendet
werden. In diesem Fall wéchst R. solanacearum langsamer, allerdings kann
auch das Wachstum konkurrierender Saprophyten verlangsamt sein. Es
kann 1-2 Tage langer dauern, bis R.-solanacearum-typische-Kolonien
sichtbar werden, und die Rotfirbung kann heller und diffuser ausfallen als
auf Bacto-Agar.

3. Durch Erhdhung der Bacitracin-Konzentration auf 2 500 U je Liter konnen
die Populationen konkurrierender Bakterien verringert werden, ohne dass
das Wachstum von R. solanacearum beeintrichtigt wird.

Néhrmedien und Antibiotika-Stammlésungen im Dunkeln bei 4 °C lagern
und innerhalb eines Monats aufbrauchen.

Vor Gebrauch sollten die Platten frei von Oberflichenkondensation sein.
UberméBiges Trocknen der Platten vermeiden.

Nach der Vorbereitung jeder neuen Mediumcharge sollte eine Qualitatskon-
trolle vorgenommen werden. Zu diesem Zweck einen Ausstrich der Suspen-
sion einer Referenzkultur von R. solanacearum (siche Anlage 3) vornehmen
und nach 2-5 Tagen Inkubation bei 28 °C auf typische Kolonien untersuchen.

Validierte Anreicherungsmedien

SMSA-Bouillon (Elphinstone et al., 1996)

Zubereitung wie fiir SMSA-Selektivagarmedium, jedoch ohne Bacto-Agar
und 2,3,5-Tetrazoliumchlorid.

Wilbrink-Bouillon, modifiziert (Caruso et al., 2002)

Saccharose 10g
Proteose-Pepton 5g
K,HPO, 05¢g
MgSO, 025g
NaNoO, 025¢g

Destilliertes Wasser 11

Durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisieren und auf 50 °C
abkiihlen.

Wie fiir SMSA-Bouillon Antibiotika-Stammlosung hinzufiigen.
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Anlage 3

A. Handelsiibliches standardisiertes Kontrollmaterial
a) Bakterienisolate

Es wird empfohlen, folgende Bakterienisolate als Standardreferenzmaterial
entweder fiir Positivkontrollen (Tabelle 1) oder bei der Optimierung der
Tests zur Vermeidung von Kreuzreaktionen (Tabelle 2) zu verwenden. Im
Handel sind alle Stimme aus folgenden Sammlungen erhaltlich:

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

2. Kulturensammlung des ,,Plantenziektenkundige Dienst” (PD), Wagen-
ingen, Niederlande,

3. Collection frangaise de bactéries phytopathogénes (CFBP), INRA —
Station Phytobactériologie, Angers, Frankreich.

Tabelle 1. SMT-Referenzliste von R.-solanacearum-Isolaten

NCPPB-Code SI;IT Sonstige Codes Herkunftsland Biovar
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURSI11 Agypten 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Tiirkei 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 England 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Zypern 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Schweden 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURSS5 Belgien 2
NCPPB 4156 (¥) 71(*) | PD 2762, CFBP 3857 Niederlande 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Frankreich 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80, Portugal 2
NCPPB 4066

NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Spanien

NCPPB 4161 76 B3B Deutschland

NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 USA 1

NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Costa Rica 1

NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, Kolumbien 2
SEQ205

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

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

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

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

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

NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Philippinen 4

NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 China

(*) Als Standard Referenzstamm fiir R. solanacearum Biovar 2 (Rasse 3) verwenden.

Hinweis: Die Authentizitét der oben aufgefiihrten Stimme ist nur gewdéhr-
leistet, wenn sie aus einer authentischen Kulturensammlung stammen.
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Tabelle 2. SMT-Referenzliste von serologisch oder genetisch verwandten
Bakterien zur Verwendung bei der Optimierung von Nachweistests

NCPPB-Code SI:;[T Sonstiger Code Identifizierung
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (')
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. margi-
nalis ()
NCPPB 4164 — CFBP 2227 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 4165 — CFBP 2459 Ralstonia pickettii (%)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii (")
CSL Prl1150
NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (")
PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (*)
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli (")
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (")
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae (')
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (*)
NCPPB 3726 59 CFBP 3568 Banana Blood Disease Bacte-
rium (') () ©)
NCPPB 4168 61 CFBP 4619 Enterobacter sp. (")
IPO S339
NCPPB 4169 62 1PO 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. (')
NCPPB 4173 — PD 2318 Aureobacterium sp. (*)
NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. (*) (%)

(") Bei serologischen Tests (IF- und/oder ELISA-Test) mit polyklonalen Antiseren potenziell kreuzreagierender
Stamm.

(*) Stamm, aus dem in einigen Laboratorien ein PCR-Produkt amplifiziert werden kann, das anndhernd der Grofe
entspricht, die bei Verwendung der spezifischen Primer OLI-1 und Y-2 (siche Anlage 6) erwartet wird.

() Kreuzreaktion bei den meisten Tests wahrscheinlich, jedoch nur bei Bananen in Indonesien bekannt.

b) Handelsiibliches standardisiertes Kontrollmaterial

Das folgende standardisierte Kontrollmaterial ist aus der NCPPB-Kultur-
ensammlung erhéltlich.Gefriergetrocknetes Kartoffelextrakt-Pellet aus 200
gesunden Kartoffelknollen als Negativkontrolle fiir alle Tests.

Gefriergetrocknetes Kartoffelextrakt-Pellet aus 200 gesunden Kartoffel-
knollen mit 10% bis 10* und 10* bis 10° Zellen der Biovariante 2 von R.
solanacearum (Stamm NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) als Posi-
tivkontrollen fiir serologische und PCR-Tests. Da das Gefriertrocknen die
Lebensfahigkeit der Zellen beeintrachtigt, eignen sich diese nicht als
Standardkontrollen fiir Isolierungstests oder Biotests.

Formalin-fixierte Suspensionen von R. solanacearum Biovar 2 (Stamm
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) mit 10 Zellen je ml als Positiv-
kontrollen fiir serologische Tests.

B. Vorbereitung der Positiv- und Negativkontrollen fiir die Haupt-Scree-
ningtests (PCR/IF und FISH)

Eine 48 Stunden alte Kultur eines virulenten Stammes von R. solanacearum
Rasse 3/Biovar 2 (z. B. Stamm NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) auf
SMSA-Basismedium anziichten und in 10 mM Phosphatpuffer suspendieren,
um eine Zelldichte von anndhernd 2 x 10% cfu je ml zu erhalten. Dieses
Ergebnis wird in der Regel erzielt durch eine leicht triibe Suspension mit
einer optischen Dichte von 0,15 bei 600 nm.
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An den Nabelenden von 200 Knollen einer gelbschaligen Kartoffelsorten-
partie, die nachweislich frei von R. solanacearum ist, Stiickchen aus dem
GefaBbiindelring herausschneiden.

Die Nabelenden wie gewdhnlich verarbeiten und das Pellet in 10 ml resuspen-
dieren.

10 sterile 1,5-ml-Mikrorohrchen mit 900 pl des resuspendierten Pellets
herstellen.

100 pl der Suspension von R. solanacearum in das erste Rohrchen geben
und vortexen.

In den néichsten fiinf Rohrchen weitere Dezimalverdiinnungen anlegen.

Die sechs kontaminierten Rohrchen als Positivkontrollen, die vier nicht konta-
minierten Rohrchen als Negativkontrollen verwenden. Die Rohrchen entspre-
chend beschriften.

100 pl Aliquots in sterilen 1,5-ml-Réhrchen anlegen, um von jeder Kontroll-
probe 9 Parallelproben zu erhalten. Bis zur weiteren Verwendung bei —16 bis
—24 °C lagern.

Das Vorhandensein und die Quantifizierung von R. solanacearum in den
Kontrollproben sollte zunichst durch den IF-Test bestétigt werden.

Fiir den PCR-Test bei jeder Testprobenreihe eine DNA-Extraktion aus posi-
tiven und negativen Kontrollproben vornehmen.

Fiir den IF- und FISH-Test bei jeder Testprobenreihe positive und negative
Kontrollproben testen.

Beim IF-, FISH- und PCR-Test muss R. solanacearum zumindest in den Posi-
tivkontrollen mit 10° und 10* Zellen/ml, darf jedoch in keiner der Negativkon-
trollen nachgewiesen werden.
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Anlage 4

Puffer fiir Testverfahren

ALLGEMEINE ANMERKUNG: Sterile Puffer konnen ungedffnet bis zu einem
Jahr lang gelagert werden.

1. Puffer fiir Extraktionsverfahren
1.1.  Extraktionspuffer (50 mM Phosphatpuffer, pH 7,0)

Dieser Puffer wird fur die Extraktion des Bakteriums aus Pflanzengewebe
durch Homogenisierung oder Schiitteln verwendet.

Na,HPO, (anhydrid) 426¢g
KH,PO, 2,72 g
Destilliertes Wasser 1,00 1

Substanzen 16sen, pH-Wert messen und durch 15-mintitiges Autoklavieren
bei 121 °C sterilisieren.

Die folgenden zusitzlichen Komponenten kénnen zweckdienlich sein:

Zweck Menge (je Liter)
Lubrolflocken Verfliissigungsmittel (*) 05¢g
DC-Silicon-Antischaum Schaumddmpfungsmittel (*) 1,0 ml
Tetranatriumpyrophosphat Antioxidationsmittel 1,0g
Polyvinylpyrrolidon-40000 Bindung von PCR-Inhibitoren S0g

(PVP-40)

(*) Fiir die Extraktion durch Homogenisierung.

1.2.  Pelletpuffer (10 mM Phosphatpuffer, pH 7,2)

Dieser Puffer wird fiir die Resuspendierung und Verdiinnung von
Extrakten von Gewebestiickchen verwendet, die an den Nabelenden von
Kartoffelknollen herausgeschnitten wurden, nachdem sie durch Zentrifug-
ieren zu Pellets konzentriert worden waren.

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

Substanzen auflosen, pH-Wert messen und durch 15-miniitiges Autokla-
vieren bei 121 °C sterilisieren.

2. Puffer fiir den IF-Test
2.1.  TF-Puffer (10 mM phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS), pH 7,2)

Dieser Puffer wird flir die Verdiinnung von Antikdrpern verwendet.

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

Substanzen auflosen, pH-Wert messen und durch 15-miniitiges Autokla-
vieren bei 121 °C sterilisieren.

2.2.  IF-Puffer-Tween
Dieser Puffer wird zum Waschen von Objekttrigern verwendet.

0,1 % Tween 20 zum IF-Puffer geben.
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2.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Phosphatgepuftertes Glyzerin, pH 7,6

Dieser Puffer wird als Einbettungsmittel auf den Feldern der IF-Objekt-

triger zur Verbesserung der Fluoreszenz verwendet.

Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0 0,15¢
Glyzerin 50 ml
Destilliertes Wasser 100 ml

Antifading-Eindeckungsmittel sind beispielsweise als Vectashield® (Vector
Laboratories) oder Citifluor® (Leica) im Handel erhiltlich.

Puffer fiir den indirekten ELISA-Test

2x Carbonat-Beschichtungs-Puffer, pH 9,6

Na,CO, 6,36 g
NaHCO, 11,72 g
Destilliertes Wasser 1,00 1

Substanzen auflgsen, pH-Wert messen und durch 15-miniitiges Autokla-
vieren bei 121 °C sterilisieren.

Um die Entwicklung von oxidierten aromatischen Verbindungen zu
verhindern, kann Natriumsulfit (0,2 %) als Antioxidationsmittel hinzuge-

geben werden.

10x phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS), pH 7,4

NaCl 80,0 g
KH,PO, 20¢g
Na,HPO,.12H,0 290 g
KCl 20¢g
Destilliertes Wasser 1,01
PBS-Tween

10x PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Destilliertes Wasser 895 ml

(Antikorper)-Blockierungs-Puffer (muss frisch angesetzt werden)

10x PBS 10,0 ml
Polyvinylpyrrolidon-44000 (PVP- 20¢g
44)

10 % Tween 20 0,5 ml
Milchpulver 05¢g

Destilliertes Wasser

auf 100 ml auffiillen

Alkalische-Phosphatase-Substratlosung, pH 9,8

Diethanolamin

Destilliertes Wasser

97 ml
800 ml

Mischen und mit konzentrierter HC1 auf pH 9,8 einstellen.

Mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auffiillen.

0,2 g MgCl, zugeben.

Je 15 ml Losung 2 Phosphatase-Substrattabletten (5 mg) (Sigma)

auflosen.
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4.2.

43.

4.4.

Puffer fiir den DASI-ELISA-Test
Beschichtungspuffer, pH 9,6

Na,CO, 1,59 ¢
NaHCO, 293 ¢
Destilliertes Wasser 1000 ml

Substanzen auflosen und pH-Wert auf 9,6 einstellen.

10x phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) pH 7,2 - 7,4

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

10x PBS 50 ml
10 % Tween 20 S ml
Destilliertes Wasser 950 ml

Substratpuffer, pH 9,8

Diethanolamin 100 ml
Destilliertes Wasser 900 ml

Mischen und mit konzentrierter HCI auf pH 9,8 einstellen.
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Anlage 5

Ermittlung des Kontaminationsgrads im IF- und FISH-Test

1. Mittlere Anzahl typischer fluoreszierender Zellen je Sichtfeld (c) zahlen.
. Anzahl typischer fluoreszierender Zellen je Mikroskopfeld des Objekttriagers

(C) berechnen.

C=cxS/s
wobei S = Fliche eines Feldes eines Multiwell-Objekttragers
und s = Fldche des Objektivfelds

s = mi?/4G?K? wobei i

Feldkoeffizient (variiert zwischen 8 und 24 je
nach Okulartyp)

K = Tubuskoeffizient (1 oder 1,25)

G = Vergroflerung des Objektivs (100fach, 40fach
usw.).

. Anzahl typischer fluoreszierender Zellen je ml resuspendiertes Pellet (N)

berechnen.
N=Cx1000/y x F
wobei y = Volumen des resuspendierten Pellets auf jedem Objektrage-

rfeld

und F = Verdiinnungsfaktor des resuspendierten Pellets.
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Anlage 6

Validierte PCR-Protokolle und -Reagenzien

Hinweis: Vorausgehende Tests miissen den reproduzierbaren Nachweis von
mindestens 10° bis 10* Zellen von R. solanacearum je ml Probenextrakt garan-
tieren.

Vorausgehende Tests diirfen keine falsch-positiven Ergebnisse bei bestimmten
ausgewahlten Bakterienstimmen zeigen (siche Anlage 3).

1. PCR-Protokoll von Seal et al. (1993)

1.1.  Oligonucleotid-Primer
Primer OLI-1 5-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3'
Primer Y-2 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’

Erwartete Fragmentlinge des R.-solanacearum-spezifischen PCR-
Produktes = 288 bp.

1.2.  PCR-Reaktionsmischung

Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 17,65 ul
10x PCR-Puffer (") (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
dNTP-Mix (20 mM) 0,25 pl 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 uM) 1,25 pl 1 uM
Primer Y-2 (20 uM) 1,25 ul 1 uM
Tag-Polymerase (5U/ul) (") 0,1 ul 0,5U
Probenvolumen 2,0 ul

Gesamtvolumen 25 ul

(") Die Methode wurde validiert mit den Tag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.

1.3.  PCR-Reaktionsbedingungen

Programmablauf:

1 Zyklus: i) 2 Minuten bei 96 °C (Denaturierung der Ziel-
DNA)

35 Zyklen: it) 20 Sekunden bei 94 °C (Denaturierung der Ziel-
DNA)

if) 20 Sekunden bei 68 °C (Primer-Anlagerung)

iv) 30 Sekunden bei 72 °C (Verldngerung der Kopie)
1 Zyklus: V) 10 Minuten bei 72 °C (Endverlédngerung)

vi) auf 4 °C abkiihlen.

Hinweis: Das Programm wurde fir den Perkin-Elmer-9600-Thermocycler
optimiert. Bei anderen Modellen (Geréten) kann eine Anderung der Dauer
der Zyklusschritte ii), iii) und iv) erforderlich sein.

1.4.  Restriktionsenzymanalyse des Fragments
PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA amplifiziert werden,
zeigen nach Inkubation bei 37 °C mit dem Enzym Ava II einen erken-
nbaren Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus.

2. PCR-Protokoll von Pastrik und Maiss (2000)

2.1.  Oligonucleotid-Primer
Primer Ps-1 5'- agt cga acg gca geg ggg g -3’
Primer Ps-2  5'- ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca -3’

Erwartete Fragmentlinge des R.-solanacearum-spezifischen PCR-
Produktes = 553 bp.
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2.2.

2.3.

2.4.

3.1.

PCR-Reaktionsmischung

Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 16,025 pul
10x PCR-Puffer (*) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgClL,)
BSA (Fraktion V) (10 %) 0,25 pul 0,1 %
dNTP-Mix (20 mM) 0,125 ul 0,1 mM
Primer Ps-1 (10 pM) 0,5 pl 0,2 uM
Primer Ps-2 (10 pM) 0,5 pl 0,2 uM
Taqg-Polymerase (5 U/ul) (*) 0,1 pl 0,5U
Probenvolumen 5,0 ul

Gesamtvolumen 25,0 pl

(') Die Methode wurde validiert mit den 7ag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.

Hinweis: Urspriinglich fiir den MJ-Research-PTC-200-Thermocycler mit Gibco Taq-Polymerase opti-

miert.

Perkin Elmer AmpliTaq und Puffer kénnen in denselben Konzentrationen verwendet werden.

PCR-Reaktionsbedingungen

Programmablauf:

1 Zyklus: i)

35 Zyklen: ii)
iii)
iv)

1 Zyklus: V)

vi)

5 Minuten bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-
DNA)

30 Sekunden bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-
DNA)

30 Sekunden bei 68 °C (Primer-Anlagerung)

45 Sekunden bei 72 °C (Verldngerung der Kopie)
5 Minuten bei 72 °C (Endverlangerung)

auf 4 °C abkiihlen.

Hinweis: Dieses Programm wurde fiir den MJ-Research-PTC-200-Ther-
mocycler optimiert. Bei anderen Modellen (Gerdten) kann eine Anderung
der Dauer der Zyklusschritte ii), iii) und iv) erforderlich sein.

Restriktionsenzymanalyse des Fragments

PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA amplifiziert werden,
zeigen nach einer 30-miniitigen Inkubation bei 65 °C mit dem Enzym Tag
I einen erkennbaren Restriktionsfragment-Léngenpolymorphismus. Die
Restriktionsfragmente der R.-solanacearum-spezifischen Fragmente haben
eine Grofle von 457 bp und 96 bp.

Multiplex-PCR-Protokoll mit interner PCR-Kontrolle (Pastrik et al.,

2002)

Oligonucleotid-Primer

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

Primer NS-5-F  5'- AAC TTA AAG GAATTG ACG GAA G -3’
Primer NS-6-R  5'- GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC -3’

Erwartete Fragmentlinge des R.-solanacearum-spezifischen PCR-
Produktes = 718 bp (RS-Primerset).

Erwartete Fragmentldnge der 18S-rRNA-internen PCR-Kontrolle = 310

bp (NS-Primerset).
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3.2

PCR-Reaktionsmischung

Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 12,625 ul
10x PCR-Puffer (') (15 mM MgCl) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (Fraktion V) (10 %) 0,25 ul 0,1 %
dNTP-Mix (20 mM) 0,125 pul 0,1 mM
Primer RS-1-F (10 puM) 2,0 pl 0,8 uM
Primer RS-1-R (10 pM) 2,0 pl 0,8 uM
Primer NS-5-F (10 uM) (%) 0,15 pul 0,06 uM
Primer NS-6-R (10 uM) (*) 0,15 pl 0,06 uM
Taqg-Polymerase (5 U/ul) (!) 0,2 ul 1,0U
Probenvolumen 5,0 ul

Gesamtvolumen 25,0 pl

(") Die Methode wurde validiert mit den 7ag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.

(*) Die Konzentrationen der Primer NS-5-F und NS-6-R wurden optimiert fiir die Extraktion von Gewebestiickchen
von Kartoffelnabelenden durch Homogenisierung und DNA-Reinigung nach Pastrik (2000) (siche Abschnitt VI.
A.6.1.a). Eine erneute Optimierung der Reagenzkonzentrationen wird erforderlich, wenn die Extraktion durch
Schiitteln oder nach anderen DNA-Isolierungsmethoden erfolgt.

PCR-Reaktionsbedingungen

Programmablauf:

1 Zyklus: i) 5 Minuten bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-
DNA)

35 Zyklen: ii) 30 Sekunden bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-
DNA)

if) 30 Sekunden bei 58 °C (Primer-Anlagerung)

iv) 45 Sekunden bei 72 °C (Verlangerung der Kopie)
1 Zyklus: v)

vi) auf 4 °C abkiihlen.

5 Minuten bei 72 °C (Endverldngerung)

Hinweis: Dieses Programm wurde fiir den MJ-Research-PTC-200-Ther-
mocycler optimiert. Bei anderen Modellen (Geréten) kann eine Anderung
der Dauer der Zyklusschritte ii), iii) und iv) erforderlich sein.

Restriktionsenzym-Analyse des Fragments

PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA amplifiziert werden,
zeigen nach einer 30-miniitigen Inkubation bei 65 °C mit dem Enzym
Bsm 1 oder einem Isoschizomer (z. B. Mva 1269 1) einen erkennbaren
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus.

R.-solanacearum-Biovar-spezifisches PCR-Protokoll (Pastrik ef al.,
2001)

Oligonucleotid-Primer

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

Erwartete
Produkte:

Fragmentldnge der R.-solanacearum-spezifischen PCR-

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

mit Rs-1-F/Rs-3-R = 716 bp.
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4.2.  PCR-Reaktionsmischung

a) Biovar-1/2-spezifische PCR

Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 12,925 pl
10x PCR-Puffer (') 2,5 ul Ix (1,5 mM MgCl,)
BSA (Fraktion V) (10 %) 0,25 ul 0,1 %
ANTP-Mix (20 mM) 0,125 pul 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 uM) 2 ul 0,8 uM
Primer Rs-1-R (10 pM) 2 ul 0,8 uM
Taq-Polymerase (5U/ul) (') 0,2 pl 1U
Probenvolumen 5,0 pl

Gesamtvolumen 25,0 ul

(") Die Methode wurde validiert mit den 7ag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.

b) Biovar-3/4/5-spezifische PCR
Reagenz Menge je Reaktion Endkonzentration

Steriles Reinstwasser (UPW) 14,925 pl
10x PCR-Puffer (') 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (Fraktion V) (10 %) 0,25 pul 0,1 %
ANTP-Mix (20 mM) 0,125 pul 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 uM) 1l 0,4 uM
Primer Rs-3-R (10 uM) 1 pl 0,4 pM
Taqg-Polymerase (5U/ul) () 0,2 ul 1U
Probenvolumen 5,0 ul

Gesamtvolumen 25,0 pl

(") Die Methode wurde validiert mit den 7ag-Polymerasen von Perkin Elmer (AmpliTaq) und Gibco BRL.

4.3. PCR-Reaktionsbedingungen

Programmablauf fiir Biovar-1/2- und Biovar-3/4/5-spezifische Reaktionen:

1 Zyklus: i) 5 Minuten bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-
DNA)

35 Zyklen: it) 30 Sekunden bei 95 °C (Denaturierung der Ziel-
DNA)

iii) 30 Sekunden bei 58 °C (Primer-Anlagerung)

iv) 45 Sekunden bei 72 °C (Verlangerung der Kopie)
1 Zyklus: V) 5 Minuten bei 72 °C (Endverlangerung)

vi) auf 4 °C abkiihlen.

Hinweis: Dieses Programm wurde fiir den MJ-Research-PTC-200-Ther-
mocycler optimiert. Bei anderen Modellen (Geréten) kann eine Anderung
der Dauer der Zyklusschritte ii), iii) und iv) erforderlich sein.

4.4.  Restriktionsenzymanalyse des Fragments

PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA mit den Primern Rs-1-F
und Rs-1-R amplifiziert werden, zeigen nach einer 30-miniitigen Inkuba-
tion bei 65 °C mit dem Enzym Bsm I oder einem Isoschizomer (z. B.
Mva 1269 1) einen erkennbaren Restriktionsfragment-Langenpolymor-
phismus. PCR-Produkte, die von R.-solanacearum-DNA mit den Primern
Rs-1-F und Rs-3-R amplifiziert werden, haben keine Restriktionsstellen.
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5.2.

Vorbereitung des Beladungspuffers
Bromphenolblau (10 %ige Stammlésung)

Bromphenolblau Sg
Destilliertes Wasser (bidest) 50 ml

Beladungspuffer
Glyzerin (86 %) 3,5ml
Bromphenolblau (5,1) 300 pl

Destilliertes Wasser (bidest) 6,2 ml

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

Tris-Puffer 48,40 g
Eisessig 11,42 ml
EDTA (Dinatriumsalz) 3,72 g
Destilliertes Wasser 1,00 1

Vor Gebrauch auf 1x verdiinnen.

Auch im Handel erhéltlich (z. B. Invitrogen oder gleichwertiges Produkt).
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Anlage 7

Validierte Reagenzien fiir den FISH-Test

. Oligo-Sonden

R.-solanacearum-spezifische Sonde OLI-1-CY3: 5'-ggc agg tag caa gct acc
cce-3'

Eubakterielle Universalsonde EUB-338-FITC: 5'-gct gce tce cgt agg agt-3'
. Fixierlosung

[ACHTUNG! FIXATIV ENTHALT TOXISCHES PARAFORMALDEHYD.
HANDSCHUHE TRAGEN UND NICHT EINATMEN. ES WIRD
EMPFOHLEN, UNTER DEM ABZUG ZU ARBEITEN.]

i) 9 ml molekular reines Wasser (z. B. Reinstwasser (UPW)) auf ca. 60 °C
erhitzen und 0,4 g Paraformaldehyd hinzufiigen. Paraformaldehyd mit 5
Tropfen IN NaOH auflésen und mit einem Magnetriihrer rithren.

ii) pH-Wert durch Hinzufiigen von 1 ml 0,1 M Phosphatpuffer (PB; pH 7,0)
und 5 Tropfen 1N HCI auf pH-Wert 7,0 einstellen. pH-Wert mit Indikator-
streifen priifen und erforderlichenfalls mit HCl oder NaOH justieren.
[ACHTUNG! IN PARAFORMALEDHYD-LOSUNGEN KEIN PH-MESS-
GERAT VERWENDEN.]

iii) Losung durch 0,22-um-Membranfilter filtern und bei 4 °C bis zur
weiteren Verwendung staubfrei lagern.

. 3x Hybmix
NaCl 2,7M
Tris-HCI 60 mM (pH 7,4)
EDTA (filtersterilisiert und autoklaviert) 15 mM

Verdiinnen auf 1x Hybmix vor Gebrauch.

. Hybridisierungslosung

1x Hybmix

Natrium-Dodecylsulfat (SDS) 0,01 %
Formamid 30 %
EUB-338-Sonde 5 ng/ul
OLI-1- oder OLI-2-Sonde 5 ng/pl

Zubereitung der Hybridisierungslosung in den nach der Tabelle berechneten
Mengen. Fiir jeden Objekttriger (mit 2 duplizierten unterschiedlichen Proben)
sind 90 pl Hybridisierungslosung erforderlich. WICHTIG: FORMAMID IST
SEHR TOXISCH! DAHER STETS HANDSCHUHE TRAGEN UND DIE
NOTWENDIGEN VORSICHTSMASSNAHMEN TREFFEN!

Tabelle. Empfohlene Mengen fiir die Zubereitung der Hybridisierungsmi-

schung

Anzahl der Objekttriger 1 4 6 8 10
Steriles Reinstwasser (UPW) 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
3x Hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1 % SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamid 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
EUB-338-Sonde(100 ng/pl) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
OLI-1- oder OLI-2-Sonde (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0

Gesamtvolumen (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Hinweis: Alle Losungen mit den lichtempfindlichen Oligo-Sonden bei —20 °C im Dunkeln lagern.

Waihrend des Gebrauchs vor direktem Sonnenlicht und kiinstlichem Licht schiitzen.
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YM1
5. 0,1-M-Phosphatpuffer, pH 7,0
Na,HPO, 8,52 ¢g
KH,PO, 544 ¢
Destilliertes Wasser 1,001

Substanzen aufldsen, den pH-Wert priifen und durch 15-miniitiges Autokla-
vieren bei 121 °C sterilisieren.
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Anlage 8

Auberginen- und Tomatenkultivierung

Tomatensamen (Lycopersicon esculentum) und Auberginensamen (Solanum
melongena) in pasteurisierte Anzuchterde sden. Sdmlinge mit voll entfalteten
Keimblittern (nach 10 bis 14 Tagen) in pasteurisierte Topferde umsetzen.

Auberginen und Tomaten sollten in einem Gewéachshaus gezogen werden, das die
folgenden Umweltbedingungen erfiillt:

Tageslange: 14 Stunden oder natiirliche Tagesldnge, wenn
langer;

Temperatur: tagsiiber: 21 bis 24 °C,
nachts: 14 bis 18 °C.

Anfillige Tomatensorte: ,Moneymaker”

Anfillige Auberginensorte: ,,Black Beauty”

Lieferant: siche Website http://forum.europa.eu.int/Public/irc/
sanco/Home/main



1998L0057 — DE — 30.07.2006 — 001.001 — 68

|D—l

11.

13.

14.

18.

19.

BIBLIOGRAFIE

. Amann, R.1., L. Krumholz and D.A. Stahl. 1990. Fluorescent-oligonucleotide

probing of whole cells for determinative, phylogenetic and environmental
studies in microbiology. J. Bacteriol. 172: 762-770.

. Anon. 1998. Council Directive 98/57/EC of 20 July 1998 on the control of

Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. Official Journal of the Euro-
pean Communities L235, 1-39.

. Boudazin, G., A.C. Le Roux, K. Josi, P. Labarre and B. Jouan. 1999. Design

of division specific primers of Ralstonia solanacearum and application to the
identification of European isolates. European Journal of Plant Pathology 105;
373-380.

. Caruso, P., Gorris, M.T., Cambra, M., Palomo, J.L., Collar, J and Lopez, M.

M. 2002. Enrichment Double-Antibody Sandwich Indirect Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay That Uses a Specific Monoclonal Antibody for sensi-
tive Detection of Ralstonia solanacearum in Asymptomatic Potato Tubers.
Applied and Environmental Microbiology, 68, 3634-3638.

. Cook, D., Barlow, E. and Sequeira, L. 1989. Genetic diversity of Pseudo-

monas solanacearum: detection of restriction fragment length polymorphisms
with DNA probes that specify virulence and the hypersensitive response.
Molecular Plant-Microbe Interactions 1:113-121.

. Elphinstone, J.G., Hennessy, J., Wilson, J.K. and Stead, D.E. 1996. Sensiti-

vity of detection of Ralstonia solanacearum in potato tuber extracts. EPPO
Bulletin 26; 663-678.

. Englebrecht, M.C. (1994) Modification of a semi-selective medium for the

isolation and quantification of Pseudomonas solanacearum. In: A.C.
Hayward (ed.) Bacterial Wilt Newsletter 10, 3-5. Australian Centre for Inter-
national Agricultural Research, Canberra, Australia.

. Hayward, A.C. 1964. Characteristics of Pseudomonas solanacearum. Journal

of Applied Bacteriology 27; 265-277.

. Hayward, A.C., El-Nashaar, H.M., Nydegger, U. and De Lindo, L. 1990.

Variation in nitrate metabolism in biovars of Pseudomonas solanacearum.
Journal of Applied Bacteriology 69; 269-280.

. Ito, S., Y. Ushijima, T. Fujii, S. Tanaka, M. Kameya-Iwaki, S. Yoshiwara and

F. Kishi. 1998. Detection of viable cells of Ralstonia solanacearum in soil
using a semi-selective medium and a PCR technique. J. Phytopathology 146;
379-384.

Janse, J.D. (1988) A detection method for Pseudomonas solanacearum in
symptomless potato tubers and some data on its sensitivity and specificity.
Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 18, 343-351.

. Janse, J.D. 1991. Infra- and intra-specific classification of Pseudomonas sola-

nacaerum strains using whole cell fatty-acid analysis. Systematic and
Applied Microbiology 14; 335-345.

Kelman, A. 1954. The relationship of pathogenicity of Pseudomonas solana-
cearum to colony appearance on a tetrazolium medium. Phytopathology 44;
693-695.

Klement Z.; Rudolph, K and D.C. Sands, 1990. Methods in Phytobacterio-
logy. Akadémiai Kiado, Budapest, 568 pp.

. Lelliott, R.A. and Stead, D.E. 1987. Methods for the diagnosis of bacterial

diseases of plants. Blackwell scientific Publications Ltd., Oxford. 216 pp.

. Lopez, M.M., Gorris, M.T., Llop, P., Cubero, J., Vicedo, B., Cambra, M.,

1997. Selective enrichment improves selective isolation, serological and
molecular detection of plant pathogenic bacteria. In: H.W. Dehne et al.,
(eds). Klewer Academic Publishers. pp. 117-121.

. Louws, F.J., Fulbright, D.W., Stephens, C.T. and De Bruijn, F.J., 1994.

Specific genomic fingerprints of phytopathogenic Xanthomonas and Pseudo-
monas pathovars and strains generated with repetitive sequences and PCR.
Applied and Environmental Microbiology, 60, 2286-2295.

Louws, F.J., Fulbright, D.W., Stephens, C.T. and De Bruijn, F.J. 1995. Diffe-
rentiation of genomic structure by rep-PCR fingerprinting to rapidly classify
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Phytopathology 85; 528-536.

Opina, N., F. Tavner, G. Holloway, J.-F Wang, T.-H Li, R. Maghirang, M.
Fegan, A.C. Hayward, V. Krishnapillai, W.F. Hong, B.W. Holloway, J.N.
Timmis. 1997. A novel method for development of species and strain-



1998L0057 — DE — 30.07.2006 — 001.001 — 69

|D—l

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

specific DNA probes and PCR primers for identifying Burkholderia solana-
cearum (formerly Pseudomonas solanacearum). As Pac. J. Mol. Biol.
Biotechnol. 5; 19-33.

Pastrik, K.H. and Maiss, E. 2000. Detection of R. solanacearum in potato
tubers by polymerase chain reaction. J. Phytopathology 148; 619-626.

Pastrik, K.H., Elphinstone, J.G. and Pukall, R. 2002. Sequence analysis and
detection of Ralstonia solanacearum by multiplex PCR amplification of 16S-
23S ribosomal intergenic spacer region with internal positive control. Euro-
pean Journal of Plant Pathology 108, 831-842.

Robinson-Smith, A., Jones, P., Elphinstone, J.G. and Forde, S.M.D. (1995)
Production of antibodies to Pseudomonas solanacearum, the causative agent
of bacterial wilt. Food and Agricultural Immunology 7, 67-79.

Schaad, W. 2001. Laboratory guide for identification of plant pathogenic
bacteria. Schaad [Hrsg.]. - 3. ed.; St. Paul, Minnesota: 373 pp.

Seal, S.E., L.A. Jackson, J.P.W. Young, and M.J. Daniels. 1993. Detection of
Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas syzygii, Pseudomonas pickettii
and Blood Disease Bacterium by partial 16S rRNA sequencing: construction
of oligonucleotide primers for sensitive detection by polymerase chain reac-
tion. J. Gen. Microbiol. 139: 1587-1594.

Smith, J.J., Offord, L.C., Holderness, M. and Saddler, G.S. 1995. Genetic
diversity of Burkholderia solanacearum (synonym Pseudomonas solana-
cearum) race 3 in Kenya. Applied and Environmental Microbiology 61;
4262-4268.

Stead, D.E. 1992. Grouping of plant pathogenic and some other Pseudo-
monas spp. using cellular fatty-acid profiles. International Journal of System-
atic Bacteriology 42; 281-295.

Taghavi, M., Hayward, A.C., Sly, L.I., Fegan, M. 1996. Analysiss of the
phylogenetic relationships of strains of Burkholderia solanacearum, Pseudo-
monas syzygii, and the blood disease bacterium of banana based on 16S
rRNA gene sequences. International Journal of Systematic Bacteriology 46;
10-15.

Van Der Wolf, J.M., Bonants, P.J.M., Smith, J.J., Hagenaar, M., Nijhuis, E.,
Van Beckhoven, J.R.C., Saddler, G.S., Trigalet, A., Feuillade, R. 1998.
Genetic diversity of Ralstonia solanacearum Race 3 in Western Europe as
determined by AFLP, RC-PFGE and rep-PCR. In: Prior, P., Allen, C. and
Elphinstone, J. (eds.) Bacterial wilt disease: Molecular and Ecological
Aspects. Springer (Berlin) pp. 44-49.

Weller, S.A., Elphinstone, J.G., Smith, N., Stead, D.E. and Boonham, N.
1999. Detection of Ralstonia solanacearum strains using an automated and
quantitative flourogenic 5’ nuclease TagMan assay. Applied and Environ-
mental Microbiology 66; 2853-2858.

Waullings, B.A., A.R. van Beuningen, J.D. Janse and A.D.L. Akkermans.
1998. Detection of R. solanacearum, which causes brown rot of potato, by
fluorescent in situ hybridization with 23s rRNA-targeted probes. Appl.
Environ. Microbiol. 64: 4546-4554.



1998L0057 — DE — 30.07.2006 — 001.001 — 70

|D—l

ANHANG 111

. In jedem Verdachtsfall, in dem der/die nach dem Verfahren des Anhangs II

durchgefiihrte(n) Screeningtest(s) fiir das aufgefiihrte Pflanzenmaterial und fiir
alle anderen Fille positiv ausgefallen ist/sind und der bisher nicht nach den
genannten Verfahren bestitigt bzw. entkriftet wurde, sollte folgendes Material
aufbewahrt und in geeigneter Form konserviert werden:

— alle Knollen der Stichprobe und, falls moglich, alle Pflanzen der Stich-
probe,

— verbleibende Extrakte und weiteres fiir den (die) Screeningtest(s) vorberei-
tetes Material, z. B. Objekttriger fiir Immunfluoreszenztest,

und

— alle sachdienlichen Unterlagen, bis die genannten Verfahren vollstindig
abgeschlossen sind.

Mit Hilfe der zuriickbehaltenen Knollen konnen gegebenenfalls Sortenprii-
fungen vorgenommen werden.

. Bei Bestitigung des Schadorganismus sollte nach Ablauf des Meldeverfahrens

gemil Artikel 5 Absatz 2 folgendes Material fiir mindestens einen Monat
aufbewahrt und in geeigneter Form konserviert werden:

— das in Absatz 1 genannte Material,

— gegebenenfalls eine mit Knollen- oder Pflanzenextrakt beimpfte Probe infi-
zierten Tomaten- oder Auberginenmaterials,

und

— die isolierte Schadorganismuskultur.



1998L0057 — DE — 30.07.2006 — 001.001 — 71

|D—l

ANHANG 1V

Die in Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer i genannte Untersuchung bezieht
sich gegebenenfalls auf folgende Parameter:

i) Produktionsorte,

ii

=

an denen Kartoffeln angebaut werden oder wurden, die klonal mit Kartof-
feln verbunden sind, die sich als mit dem Schadorganismus befallen
erwiesen haben,

an denen Tomaten angebaut werden oder wurden, die aus derselben Saat-
gutpartie erwachsen sind wie die Tomaten, die sich als mit dem Schador-
ganismus befallen erwiesen haben,

an denen Kartoffeln oder Tomaten angebaut werden oder wurden, die
wegen Verdachts des Auftretens des Schadorganismus der amtlichen
Kontrolle unterstellt wurden,

an denen Kartoffeln angebaut werden oder wurden, die klonal mit Kartof-
feln verbunden sind, die an mit dem Schadorganismus befallenen Produk-
tionsorten angebaut wurden,

an denen Kartoffeln oder Tomaten angebaut werden und die in der Nach-
barschaft zu befallenen Produktionsorten liegen, einschlieBlich solcher, an
denen Anbaugerdte und -einrichtungen direkt oder iiber einen gemein-
samen Vertragspartner gemeinsam genutzt werden,

an denen Oberflichengewdsser zur Bewésserung oder Beregnung aus
Quellen genutzt werden, die sich als mit dem Schadorganismus kontami-
niert erwiesen haben oder die der Kontamination mit dem Schadorga-
nismus verddchtig sind,

an denen Oberflichengewdsser zur Bewédsserung oder Beregnung aus einer
Quelle genutzt werden, die gemeinsam mit Produktionsorten benutzt wird,
die sich als mit dem Schadorganismus kontaminiert erwiesen haben oder
die der Kontamination mit dem Schadorganismus verdichtig sind,

die von Oberflichengewdssern iiberflutet sind oder waren, die sich als mit
dem Schadorganismus kontaminiert erwiesen haben oder die der Kontami-
nation mit dem Schadorganismus verdéchtig sind,

und

Oberflachengewdsser, die zur Bewisserung oder Beregnung von Feldern oder
Produktionsorten, die sich als mit dem Schadorganismus als kontaminiert
erwiesen haben, genutzt werden oder diese iiberflutet haben.
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ANHANG V

1. Faktoren, die bei der Bestimmung des Ausmalfies des wahrscheinlichen Befalls
gemdll Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer iii und Artikel 5 Absatz 1
Buchstabe ¢ Ziffer iii zu beriicksichtigen sind:

— das aufgefiihrte Pflanzenmaterial, das an einem Produktionsort angebaut
wurde, der gemall Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen
erklart wurde,

— Produktionsorte mit produktionstechnischer Verbindung zu dem aufge-
fihrten Pflanzenmaterial, das gemifl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a
Ziffer ii als befallen erklart wurde, einschlieBlich solcher, an denen Anbau-
gerdte und -einrichtungen direkt oder {iber einen gemeinsamen Vertrags-
partner gemeinsam genutzt werden,

— das aufgefiihrte Pflanzenmaterial, das an den im vorstehenden Gedanken-
strich genannten Produktionsorten angebaut wurde oder an solchen
Produktionsorten in dem Zeitraum anwesend war, in dem das aufgefiihrte
Pflanzenmaterial, das gemdfl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als
befallen erkldrt wurde, an dem im ersten Gedankenstrich genannten
Produktionsort anwesend war,

— Raumlichkeiten, in denen das aufgefiihrte Pflanzenmaterial von den in den
vorstehenden Gedankenstrichen genannten Produktionsorten behandelt
wird,

— Maschinen, Fahrzeuge, Schiffe, Lagerrdume oder Teile davon sowie
sonstige Gegenstdnde, einschlielich Verpackungsmaterial, die mit dem
aufgefiihrten Pflanzenmaterial, das gemdf3 Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a
Ziffer ii als befallen erklart wurde, in Beriihrung gekommen sein konnten,

— jegliches aufgefiihrte Pflanzenmaterial, das in den im vorstehenden Gedan-
kenstrich bezeichneten Einrichtungen oder Beriihrungsgegenstinden vor
deren Reinigung oder Desinfizierung gelagert wurde oder damit in Beriih-
rung gekommen ist,

— als Ergebnis der Untersuchungen und Tests gemd3 Artikel 5 Absatz 1
Buchstabe a Ziffer i im Falle von Kartoffeln diejenigen Knollen oder
Pflanzen mit geschwisterlicher oder elterlicher klonaler Beziehung zu dem
aufgefiihrten Pflanzenmaterial, das gemal Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a
Ziffer ii als befallen erklart wurde, bzw. im Falle von Tomaten diejenigen
Pflanzen, die aus dem gleichen Saatgut wie das Pflanzenmaterial
erwachsen sind, das gemd3 Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als
befallen erklart wurde, und bei denen, auch wenn sie vielleicht mit nega-
tivem Ergebnis auf den Erreger hin untersucht worden sind, ein Befall
aufgrund einer klonalen Verbindung wahrscheinlich erscheint; zur Uber-
priifung der Identitdt der kontaminierten und klonal verbundenen Knollen
bzw. Pflanzen kdnnen Sortenpriifungen durchgefiihrt werden,

— Produktionsorte des aufgefiihrten Pflanzenmaterials, auf die im vorherge-
henden Gedankenstrich Bezug genommen wird,

— Produktionsorte des aufgefiihrten Pflanzenmaterials, die mit Wasser bewis-
sert oder beregnet werden, das gemiB Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe ¢
Ziffer ii als kontaminiert erklart wurde,

— aufgefiihrtes Pflanzenmaterial, das auf Feldern erzeugt wurde, welche von
als kontaminiert bestatigten Oberflachengewéssern iiberflutet wurden.

2. Faktoren, die bei der Bestimmung der mdglichen Verbreitung gemél Artikel 5

Absatz 1 Buchstabe a Ziffer iv und Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe ¢ Ziffer iii
zu berlicksichtigen sind:

i) in den Féllen gemd Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer iv:

— die Nahe anderer Produktionsorte, an denen das aufgefiihrte Pflanzen-
material angebaut wird,

— gemeinsame Erzeugung und Verwendung von Pflanzkartoffelbe-
stdnden,

— Produktionsorte, an denen das aufgefiihrte Pflanzenmaterial mit Ober-
flichenwasser bewdssert oder beregnet wird und an denen die Gefahr
der Abschwemmung oder Uberflutung von Produktionsorten besteht,
die gemal3 Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen erklért
wurden,

ii) in den Féllen, in denen Oberflichengewdsser gemal3 Artikel 5 Absatz 1
Buchstabe ¢ Ziffer ii als kontaminiert erklart wurden:

— Produktionsorte, an denen das aufgefiihrte Pflanzenmaterial unmittelbar
neben dem als kontaminiert erkldrten Oberflichengewdsser angebaut
wird oder die von diesem Oberflichengewdsser iiberflutet werden
konnen,
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— jedes einzelne Bewisserungsbecken, das mit dem als kontaminiert
erklarten Oberflaichengewésser in Verbindung steht,

— Gewisser, die an das fiir kontaminiert erklarte Oberflichengewésser
angeschlossen sind, wobei Folgendes beriicksichtigt wird:
— Richtung und FlieBgeschwindigkeit des fiir kontaminiert erklérten
Gewdssers,

— Vorhandensein von Unkrautwirtspflanzen aus der Familie der Nach-
tschattengewichse.

3. Die Einzelheiten der Mitteilung gemaB Artikel 5 Absatz 2 Unterabsatz 1
umfassen:

— unmittelbar nach Bestitigung des Auftretens des Schadorganismus durch
Laboruntersuchungen nach den Methoden gemi Anhang II zumindest
folgende Angaben:

— fir Kartoffeln:
a) Sortenbezeichnung der Kartoffelpartie,

b) Kartoffeltyp (Speise-, Wirtschaftskartoffel, Pflanzkartoffel usw.)
und ggf. die Pflanzgutkategorie,

— fiir Tomatenpflanzen: Sortenbezeichnung der Partie und ggf. der Kate-
gorie.

— Unbeschadet der Verpflichtung zur Mitteilung von Verdachtsfillen gemaf
Artikel 4 Absatz 3 teilt der Mitgliedstaat, in dem der Verdacht bestitigt
wurde, sofern die Gefahr der Kontamination von aufgefiihrtem Pflanzen-
material aus anderen oder in andere Mitgliedstaaten besteht, den betref-
fenden Mitgliedstaaten unverziiglich die Angaben mit, die sie zur Erfiil-
lung der Anforderungen von Artikel 5 Absatz 3 bendtigen, insbesondere:

a) Sortenbezeichnung der Kartoffel- bzw. Tomatenpartie,
b) Name und Anschrift von Versender und Empfinger,
c¢) Lieferdatum der Kartoffel- bzw. Tomatenpartie,

d) GroBe der gelieferten Kartoffel- bzw. Tomatenpartie,

e) eine Kopie des Pflanzenpasses oder zumindest die Pflanzenpass-
nummer oder ggf. die Zulassungsnummer des Kartoffelerzeugers oder
Haéndlers sowie eine Kopie des Lieferscheins.

Die Kommission wird unverziiglich unterrichtet, sobald diese Angaben
vorliegen.

4. Die Einzelheiten der zusitzlichen Mitteilung nach Artikel 5 Absatz 2 Unterab-
satz 2 umfassen

nach Abschluss aller Untersuchungen fiir jeden einzelnen Fall folgende
Angaben:

a) Datum der Befallsbestitigung,

b) kurze Beschreibung der zur Identifizierung des Befallsursprungs und einer
etwaigen Verbreitung des Befalls durchgefiihrten Untersuchungen,

¢) Informationen tiber die identifizierte(n) oder vermutete(n) Ursache(n) des
Befalls,

d) Einzelheiten {iber das AusmaB des erklarten Befalls, einschlielich der Zahl
der betroffenen Produktionsorte und fiir Kartoffeln der Anzahl der Partien
mit Angabe der Sorte und, falls es sich um Pflanzkartoffeln handelt, der
Kategorie,

(&

~

Einzelheiten {iber die Abgrenzung der Sicherheitszone, einschlieBlich der
Zahl derjenigen Produktionsorte, die zwar nicht als befallen erklirt, jedoch
in die Zone einbezogen wurden,

f) Einzelheiten iiber die Kontaminationserkldrung von Gewéssern, einschlief3-
lich Name und geografische Lage des Gewdssers sowie des Geltungsbe-
reichs der Kontaminationserklarung/des Bewiésserungsverbots,

~

fiir jede als kontaminiert erklarte Tomatenpflanzensendung oder -partie die
Zeugnisse gemal Artikel 13 Absatz 1 Ziffer ii der Richtlinie 2000/29/EG
und die Pflanzenpassnummer gemaf der Auflistung des Anhangs V Teil A
Abschnitt I Nummer 2.2 der Richtlinie 2000/29/EG,

sonstige Informationen zu den bestétigten Ausbriichen, die die Kommis-
sion ggf. anfordert.

g

h

=
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ANHANG VI

1. Als Malinahmen im Sinne von Artikel 6 Absatz 1 gelten:

— die Verwendung als Tierfutter nach einer Hitzebehandlung, die die
Gefahr des Uberlebens des Schadorganismus ausschlief3t,

oder

— die Entsorgung in einer amtlich zugelassenen, speziell fiir diesen Zweck
vorgesehenen Abfallentsorgungsanlage, bei der keine erkennbare Gefahr
besteht, dass der Schadorganismus in die Umwelt entweicht, z. B. durch
Versickerung in Agrarflichen oder Kontakt zu Oberflichengewisser, die
zur Bewdsserung landwirtschaftlicher Nutzflichen genutzt werden
konnten,

oder
— das Verbrennen,
oder

— die industrielle Verarbeitung durch direkte, unverziigliche Lieferung an
einen Verarbeitungsbetrieb mit amtlich zugelassenen Abfallentsorgungs-
anlagen, wobei keine erkennbare Gefahr der Verschleppung des Schador-
ganismus festgestellt wurde, und mit einem System, das die Reinigung
und Desinfizierung zumindest der den Betrieb verlassenden Fahrzeuge
ermoglicht,

oder

— andere Maflnahmen, sofern keine erkennbare Gefahr der Verschleppung
des Schadorganismus festgestellt wurde; diese MafBinahmen und ihre
Begriindung sind der Kommission und den anderen Mitgliedstaaten
mitzuteilen.

Jeder verbleibende Abfall, der sich aus vorstehenden Maflnahmen ergibt
oder damit im Zusammenhang steht, wird anhand amtlich zugelassener
Verfahren geméfl Anhang VII dieser Richtlinie entsorgt.

2. Die sachgerechte Verwendung bzw. Entsorgung des in Artikel 6 Absatz 2
aufgefiihrten Pflanzenmaterials erfolgt, wie nachstehend beschrieben, unter
Kontrolle der zustindigen amtlichen Stellen der betreffenden Mitglied-
staaten, wobei sich diese Stellen gegenseitig unterrichten, um sicherzu-
stellen, dass die Kontrolle konsequent durchgefiihrt wird und die im ersten
und im zweiten Gedankenstrich genannten Abfallentsorgungsanlagen von
den zustindigen amtlichen Stellen des Mitgliedstaats, in dem die Kartoffeln
verpackt oder verarbeitet werden sollen, zugelassen sind:

i) im Falle von Kartoffelknollen:

— Verwendung als Speisekartoffeln, die zur unmittelbaren Lieferung
und Verwendung so verpackt sind, dass ein Umpacken nicht erforder-
lich ist, an einem Ort mit geeigneten Abfallentsorgungsanlagen.
Kartoffeln, die zum Anpflanzen bestimmt sind, diirfen nur dann am
selben Ort gehandhabt werden, wenn sie separat bzw. nach entspre-
chender Reinigung und Desinfektion der Anlagen behandelt werden,

oder

— Verwendung als Wirtschaftskartoffeln, die zur unmittelbaren und
sofortigen Lieferung an einen Verarbeitungsbetrieb mit geeigneten
Abfallentsorgungsanlagen und mit einem System, das die Reinigung
und Desinfektion zumindest der den Betrieb verlassenden Fahrzeuge
ermoglicht, bestimmt sind,

oder

— andere Verwendung oder Entsorgung, sofern keine erkennbare Gefahr
der Verbreitung des Schadorganismus festgestellt wurde sowie vorbe-
haltlich der Genehmigung durch die vorgenannten zustdndigen amtli-
chen Stellen;

ii) im Falle von anderen Pflanzenteilen einschlieBlich Stingel und Blattab-
fall:

— unschédliche Beseitigung,
oder

— andere Verwendung oder Entsorgung, sofern keine erkennbare Gefahr
der Verschleppung des Schadorganismus festgestellt wurde sowie
vorbehaltlich der Genehmigung durch die genannten zustindigen
Stellen.

3. Die geeigneten Verfahren zur Entseuchung der in Artikel 6 Absatz 3
genannten Berithrungsgegenstdnde umfassen die Reinigung und gegebenen-
falls Desinfektion, damit sichergestellt ist, dass keine erkennbare Gefahr der
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4.1.

Verschleppung des Schadorganismus besteht; diese Maflnahmen sind unter
Aufsicht der zustindigen amtlichen Behorden der Mitgliedstaaten durchzu-
fiihren.

In der gemidl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer iv und Buchstabe ¢
Ziffer iii abgegrenzten und in Artikel 6 Absatz 4 genannten Sicherheitszone
treffen die Mitgliedstaaten die folgenden Mafinahmen:

In Fillen, in denen Produktionsorte gemdfl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a
Ziffer ii als befallen erklért wurden:

a) auf einer Anbauflache oder in einer Einheit fiir geschiitzte Pflanzenerzeu-
gung, die gemdl Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen
erklart wurde, entweder

i) mindestens in den vier auf die Befallserklirung folgenden Anbau-
jahren:

— MaBnahmen zur Bekdmpfung des Kartoffel- und Tomatendurch-
wuchses sowie anderer Wirtspflanzen des Schadorganismus,
einschlieBlich Unkrautern aus der Familie der Nachtschattenge-
wichse,

und

— Verzicht auf den Anbau von
— Kartoffelknollen, Kartoffelpflanzen oder Direktsaat,
— Tomatenpflanzen und -samen,

— unter Beriicksichtigung der biologischen Eigenart des Scha-
dorganismus:

— anderen Wirtspflanzen,

— Brassica-Arten, bei denen nachweislich die Gefahr des Uberle-
bens des Schadorganismus besteht,

— Kulturen, bei denen nachweislich die Gefahr der Verschlep-
pung des Schadorganismus besteht;

— in der ersten auf den im vorstehenden Gedankenstrich genannten
Zeitraum folgenden Kartoffel- oder Tomatenanbausaison und
unter der Bedingung, dass die Anbaufliche bei den amtlichen
Kontrollen, die zumindest in den zwei vor der Pflanzung
liegenden Anbaujahren durchgefiihrt wurden, als frei von
Kartoffel- und Tomatendurchwuchs sowie von anderen Wirts-
pflanzen, einschlieflich Unkrdutern aus der Familie der Nach-
tschattengewdéchse, befunden wurde:

— im Falle von Kartoffeln: Genehmigung nur fiir die Erzeugung
von Speise- und Wirtschaftskartoffeln,

— im Falle von Kartoffeln und Tomaten: Testen geernteter
Kartoffelknollen bzw. Tomatenpflanzen nach dem Verfahren
von Anhang II;

— in der auf die im vorstehenden Gedankenstrich genannte Anbau-
saison folgenden Kartoffel- oder Tomatenanbausaison unter
Einhaltung einer geeigneten Fruchtfolge, die mindestens zwei
Jahre umfasst, wenn Pflanzkartoffeln erzeugt werden sollen,
Durchfithrung einer amtlichen Erhebung gemil Artikel 2
Absatz 1,

oder
i) in den finf auf die Befallserklarung folgenden Anbaujahren:

— Malnahmen zur Bekdmpfung des Kartoffel- und Tomatendurch-
wuchses sowie anderer natiirlich vorkommender Wirtspflanzen
des Schadorganismus, einschlieBlich Unkrautern aus der Familie
der Nachtschattengewéchse,

und

— in den ersten drei Jahren dieses Zeitraums entweder Schwarz-
brache oder Anbau von Getreide entsprechend dem festgestellten
Risiko oder Dauerweide mit hdufigem Kurzschnitt oder Intensiv-
beweidung oder Grésersamengewinnung sowie in den darauf
folgenden beiden Jahren Anbau von Nichtwirtspflanzen, die keine
erkennbare Gefahr des Uberlebens oder der Verschleppung des
Schadorganismus darstellen;

— in der ersten auf den im vorstehenden Gedankenstrich genannten
Zeitraum folgenden Kartoffel- oder Tomatenanbausaison und
unter der Bedingung, dass die Anbaufliche im Rahmen der amtli-
chen Kontrollen, die zumindest in den zwei vor der Pflanzung
liegenden Anbaujahren durchgefiihrt wurden, als frei von
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b)

<)

d

Kartoffel- und Tomatendurchwuchs sowie von anderen Wirts-
pflanzen, einschlieBlich Unkrdutern aus der Familie der Nach-
tschattengewéchse, befunden wurde:

— 1im Falle von Kartoffeln: Genehmigung fiir die Erzeugung von
Pflanz- oder Speise- und Wirtschaftskartoffeln,

— Testen geernteter Kartoffelknollen bzw. Tomatenpflanzen nach
dem Verfahren von Anhang II;

auf allen anderen Anbaufldchen des befallenen Produktionsortes unter
der Bedingung, dass die zustindigen amtlichen Stellen sich vergewissert
haben, dass kein Risiko von Kartoffel- oder Tomatenpflanzendurchwuchs
und anderen natiirlichen Wirtspflanzen des Schadorganismus, einschlief3-
lich Unkrdutern aus der Familie der Nachtschattengewidchse, besteht,
werden

— in dem auf die Kontaminationserklirung folgenden Anbaujahr

— entweder keine Kartoffelknollen, Kartoffelpflanzen oder Direkt-
saat oder andere Wirtspflanzen des Schadorganismus angepflanzt
bzw. gesit,

oder

— im Falle von Kartoffelknollen nur zertifizierte Pflanzkartoffeln
zur ausschlieflichen Erzeugung von Speise- und Wirtschaftskar-
toffeln angepflanzt,

— im Falle von Tomatenpflanzen nur Tomatenpflanzen aus Samen,
die den Anforderungen der Richtlinie 2000/29/EG entsprechen,
zur ausschlieBlichen Erzeugung von Tomatenfriichten ange-
pflanzt,

— im zweiten Anbaujahr nach dem Jahr der Befallserkldrung

— im Falle von Kartoffeln nur zertifizierte Pflanzkartoffeln oder
Pflanzkartoffeln, die amtlich auf Freisein von Schleimkrankheit
getestet und unter amtlicher Kontrolle an anderen als den unter
Nummer 4.1 genannten Produktionsorten angebaut wurden, zur
Erzeugung von Pflanz- oder Speise- und Wirtschaftskartoffeln
angebaut,

— im Falle von Tomaten nur Tomatenpflanzen aus Samen, die den
Anforderungen der Richtlinie 2000/29/EG entsprechen, oder bei
vegetativer Vermehrung aus Tomatenpflanzen aus solchem
Saatgut, die unter amtlicher Kontrolle an anderen als den unter
Nummer 4.1 genannten Produktionsorten angebaut wurden, zur
Erzeugung von Tomatenpflanzen oder -friichten angebaut;

— zumindest im dritten auf die Befallserkldrung folgenden Anbaujahr:

— im Falle von Kartoffeln nur zertifizierte Pflanzkartoffeln oder
Pflanzkartoffeln, die unter amtlicher Kontrolle aus zertifizierten
Pflanzkartoffeln erzeugt wurden, zur Erzeugung von entweder
Pflanz- oder Speise- und Wirtschaftskartoffeln angebaut,

— im Falle von Tomaten nur Tomatenpflanzen aus Samen, die den
Anforderungen der Richtlinie 2000/29/EG entsprechen, oder
Tomatenpflanzen, die unter amtlicher Kontrolle aus solchen
Pflanzen erzeugt wurden, zur Erzeugung von Tomatenpflanzen
oder -friichten angebaut;

— in jedem der unter den vorstehenden Gedankenstrichen genannten
Anbaujahren Mafinahmen getroffen, um Durchwuchs von Kartoffeln
und andere natiirlich vorkommende Wirtspflanzen des Schadorga-
nismus auszurotten, falls sie vorhanden sind, und auf jeder Kartoffe-
lanbauflache geerntete Kartoffeln nach dem Verfahren von Anhang II
amtlich getestet;

unmittelbar nach der Kontaminationserkldrung gemaB Artikel 5 Absatz 1
Buchstabe a Ziffer ii und nach dem ersten darauf folgenden Anbaujahr
werden

— alle Gerdte und Lagerrdume am Produktionsort, die zur Kartoffel-
bzw. Tomatenerzeugung genutzt werden, gereinigt und gegebenen-
falls nach geeigneten Verfahren gemafl Nummer 3 desinfiziert,

— gegebenenfalls amtliche Kontrollen von Bewdsserungs- und Bere-
gnungsprogrammen, einschlielich entsprechender Verbotsrege-
lungen, durchgefiihrt, um eine Verschleppung des Schadorganismus
zu verhindern;

in einer gemdB Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a Ziffer ii als befallen
erklérten Einheit mit geschiitzter Pflanzenerzeugung, bei der ein vollstin-
diger Austausch des Kultursubstrats moglich ist,
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— wird verzichtet auf den Anbau von Kartoffelknollen, Kartoffel-
pflanzen oder Direktsaat oder anderen Wirtspflanzen des Schadorga-
nismus, einschlieBlich Tomatenpflanzen und Samen, bis die Produkti-
onseinheit amtlich {iberwachten MaBinahmen zur Vernichtung des
Schadorganismus und zur Beseitigung samtlicher Wirtspflanzen,
einschlieBlich zumindest eines vollstindigen Austauschs des Kultur-
substrats nebst Reinigung und gegebenenfalls Desinfektion der
genannten Einheit sowie aller Ausriistungen, unterzogen und im
Anschluss daran von den zustindigen amtlichen Stellen fiir den
Kartoffel- bzw. Tomatenanbau zugelassen wurde;

hierbei

— werden im Falle der Kartoffelerzeugung zertifizierte Pflanzkartoffeln,
Miniknollen oder Mikropflanzen verwendet, die von untersuchtem
Ausgangsmaterial abstammen,

— werden im Falle der Tomatenerzeugung Samen, die den Anforde-
rungen der Richtlinie 2000/29/EG entsprechen, oder, bei vegetativer
Vermehrung, Tomatenpflanzen aus solchen Samen verwendet, die
unter amtlicher Kontrolle angebaut wurden,

— erfolgt eine amtliche Kontrolle der Bewdsserungs- und Beregnung-
sprogramme, einschlieflich ggf. der Verhdngung eines Bewésserungs-
und Beregnungsverbots, zur Verhinderung der Ausbreitung des Scha-
dorganismus.

4.2. Unbeschadet der unter Nummer 4.1 aufgefiihrten MafBlnahmen sorgen die
Mitgliedstaaten in der abgegrenzten Sicherheitszone dafiir, dass

a) unmittelbar nach der Kontaminationserklarung in den Betrieben die
Maschinen und Lagerrdume, die fir die Erzeugung von Kartoffeln bzw.
Tomaten verwendet wurden, ggf. gemdB den in Absatz 3 genannten
Verfahren gereinigt und desinfiziert werden;

b) sofort und mindestens fiir die Dauer der auf die Befallserklarung
folgenden drei Anbaujahre,

ba) sofern eine Sicherheitszone gemi Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe a
Ziffer iv abgegrenzt wurde,

— die Betriebe, die Kartoffelknollen oder Tomaten anbauen, lagern
oder umschlagen sowie die Betriebe, die Maschinen fiir die
Kartoffel- und Tomatenerzeugung vertraglich zur Verfiigung
stellen, von ihren zustindigen amtlichen Stellen {iberwacht
werden;

— vorgeschrieben ist, dass in dieser Sicherheitszone fiir alle Kartof-
felkulturen ausschlieBlich zertifiziertes Pflanzgut oder unter
amtlicher Uberwachung erwachsenes Pflanzgut angepflanzt wird
und die Pflanzkartoffeln, die an gemidBl Artikel 5 Absatz 1
Buchstabe a Ziffer iii als wahrscheinlich befallen eingestuften
Produktionsorten angebaut wurden, nach der Ernte getestet
werden;

— vorgeschrieben ist, dass in allen Betrieben der Sicherheitszone
der Umgang mit geernteten Pflanzkartoffeln und Speise- sowie
Wirtschaftskartoffeln getrennt gehalten wird oder dass zwischen
den Arbeitsgéngen fiir Pflanz- sowie Speise- und Wirtschaftskar-
toffeln Reinigungs- und Desinfektionsmaflnahmen durchgefiihrt
werden;

— vorgeschrieben ist, dass fiir alle Tomatenkulturen in der Sicher-
heitszone ausschlieBlich Tomatenpflanzen aus Samen, die den
Anforderungen der Richtlinie 2000/29/EG entsprechen oder bei
vegetativer Vermehrung aus Tomatenpflanzen aus solchem
Saatgut, das unter amtlicher Kontrolle angebaut wurde, ange-
pflanzt werden;

— eine amtliche Erhebung gemal3 Artikel 2 Absatz 1 durchgefiihrt
wird;

bb

~

sofern Oberflaichenwasser gemall Artikel 5 Absatz 1 Buchstabe c
Ziffer ii als kontaminiert erklart oder als Ausbreitungsmdglichkeit
fiir den Schadorganismus gemifl Anhang V Nummer 2 gilt,

— zu geeigneten Zeitpunkten eine jahrliche Untersuchung durchge-
fithrt wird, einschlieflich Beprobung des Oberfléchengewissers
und gegebenenfalls von Wirtspflanzen aus der Familie der Nach-
tschattengewiéchse in den betreffenden Wasserquellen sowie eine
Untersuchung nach den mafigeblichen Verfahren des Anhangs II
fiir das aufgefiihrte Pflanzenmaterial und fiir andere Fille;

— amtliche Kontrollen der Bewisserungs- und Beregnungspro-
gramme eingefiihrt werden, einschlieBlich der Verhdngung eines
Verbots der Bewisserung und Beregnung des aufgefiihrten Pflan-
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zenmaterials und gegebenenfalls anderer Wirtspflanzen mit als
kontaminiert erkldrtem Wasser zwecks Verhinderung der
Ausbreitung des Schadorganismus. Dieses Verbot kann auf der
Grundlage der Ergebnisse der genannten jéhrlichen Untersu-
chung tberpriift, und Kontaminationserkldrungen konnen wider-
rufen werden, wenn sich die zustindigen amtlichen Stellen
vergewissert haben, dass das Oberflachengewisser nicht mehr
kontaminiert ist. Die Verwendung von Wasser, fiir das eine
Verbotsregelung gilt, kann vorbehaltlich der amtlichen Kontrolle
zu Zwecken der Bewisserung und Beregnung von Wirtspflanzen
gestattet werden, soweit amtlich zugelassene Verfahren ange-
wandt werden, die die Eliminierung des Schadorganismus
gewdhrleisten und seine Verschleppung verhiiten,

— bei Kontamination von Abwéssern amtliche Kontrollen der
Entsorgung des Abfalls und der Abwésser industrieller Verarbei-
tungs- oder Verpackungsbetriebe, die mit dem aufgefiihrten
Pflanzenmaterial umgehen, eingefiihrt werden;

c) gegebenenfalls ein Programm aufstellen, um alle Pflanzkartoffelbestéinde
in angemessener Zeit auszutauschen.
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ANHANG VIl

Die amtlich zugelassenen Abfallentsorgungsverfahren gemifl Anhang VI
Nummer 1 miissen nachstehende Bedingungen erfiillen, um jede erkennbare
Gefahr einer Verschleppung des Schadorganismus auszuschalten:

i) Kartoffel- und Tomatenabfélle (einschlieBlich verworfener Kartoffeln und
Tomaten und Kartoffelschalen) sowie andere feste Abfille im Zusammenhang
mit den Kartoffeln und Tomaten (einschlieBlich Erde, Steinen und anderem
Material) sind wie folgt zu entsorgen:

— entweder durch Entsorgung in einer amtlich zugelassenen, speziell fiir
diesen Zweck vorgesehenen Abfallentsorgungsanlage, bei der keine erken-
nbare Gefahr besteht, dass der Schadorganismus zum Beispiel durch
Versickerung in Agrarflichen oder Kontakt zu Oberflichengewdsser, die
zur Bewisserung landwirtschaftlicher Nutzflichen genutzt werden
konnten, in die Umwelt entweicht. Der Abfall muss direkt zur
Anlage verbracht werden und dabei so verpackt sein, dass keine Gefahr
des Abfallverlustes besteht,

oder
— durch Verbrennen,
oder

— durch andere Mafinahmen, sofern nachweislich keine erkennbare Gefahr
der Ausbreitung des Schadorganismus besteht; diese Mafinahmen sind der
Kommission und den anderen Mitgliedstaaten mitzuteilen.

ii) Abwisser: vor der Entsorgung sind Abwisser, die Schwimmstoffe enthalten,
Filtern oder Absetzbecken zuzuleiten, um sie von diesen Schwimmstoffen zu
reinigen. Die dabei anfallenden Feststoffe sind gemaf Ziffer i zu entsorgen.

Anschlieend sind die Abwésser wie folgt zu behandeln:

— vor der Entsorgung mindestens dreifiigminiitige Erhitzung auf eine Kern-
temperatur von mindestens 60 °C,

oder

— anderweitige amtlich zugelassene und {iberwachte Entsorgung, sodass
keine erkennbare Gefahr besteht, dass die Abwésser mit landwirtschaftli-
chen Nutzflichen oder Wasserquellen, die zur Bewésserung landwirt-
schaftlicher Nutzflichen genutzt werden konnten, in Beriihrung kommen
konnten. Die diesbeziiglichen Einzelheiten sind den anderen Mitglied-
staaten und der Kommission mitzuteilen.

Die in diesem Anhang beschriebenen Moglichkeiten gelten auch fiir Abfille im
Zusammenhang mit der Bearbeitung, Beseitigung und Verarbeitung kontami-
nierter Partien.
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