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RADETS DIREKTIV 93/85/EEG’

av den 4 oktober 1993

om bekimpning av ljus ringrota pa potatis

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS RAD HAR
ANTAGIT DETTA DIREKTIV

med beaktande av Férdraget om upprittandet av Europeiska
ekonomiska gemenskapen, sirskilt artikel 43 1 detta,

med beaktande av kommissionens forslag(?),
med beaktande av Europaparlamentets yttrande(2),

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

med beaktande av f6ljande:

Potatisproduktionen  intar en viktig plats  inom
gemenskapens jordbruk. Avkastningen hotas stindigt av
vixtskadegorare.

Genom att skydda potatisodlingarna mot sidana skadegorare
skulle inte endast produktionskapaciteten uppritthallas utan
jordbruksproduktionen skulle ocksé 6ka.

Skyddsatgirder mot inforsel av vixtskadegérare till en
medlemsstats territorium skulle endast ha begrinsad effeke
om inte sidana skadegorare bekimpades samtidigt och
metodiskt i hela gemenskapen och hindrades fran att sprida

sig.

En av skadegérarna pé potatis ar Clavibacter michiganensis
(Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spieckermann et
Kotthoff) Davis et al., den patogen som orsakar ljus ringrota
pa potatis. Denna sjukdom har forekommit 1 vissa delar av
gemenskapen och det finns dnnu nigra begrinsade smittkal-
lor.

Det foreligger en avsevird risk for potatisodlingar i1 hela
gemenskapen om effektiva atgirder inte vidtas for ate
lokalisera denna sjukdom och kartligga dess utbredning, f6r
att forhindra dess forekomst och spridning och, om den
konstateras, for att forhindra dess spridning och for att
bekimpa den i syfte att utrota den.

For at sikerstilla detta madste vissa dtgirder vidtas inom
gemenskapen. Medlemsstaterna maste dessutom om
nodvindigt kunna vidta ytterligare eller stringare tgirder,
forutsatt att dessa inte skapar andra hinder for handeln med
potatis inom gemenskapen in de som faststills i ridets
direktiv 77/93/EEG av den 21 december 1976 om
skyddsatgirder mot att skadegorare pd vaxter eller

(") EGT nr C 93, 2.4.1993, 5. 12.
() EGT nr C 176, 28.6.1993, 5. 210.
() EGT nr C 161, 14.6.1993, 5. 18.

vaxtprodukter fors in tll medlemsstaterna(*). Sidana
atgarder miste anmailas till de andra medlemsstaterna och till
kommissionen.

I ridets direktiv 80/665/EEG av den 24 juni 1980 om
bekimpning av ljus ringrota pd potatis(®) faststills
minimidtgirder som medlemsstaterna skall vidta mot ljus
ringrota.

Sedan dess har en betydande utveckling skett angdende
forstielsen av ljus ringréta och upptickten av den patogen
som fororsakar ljus ringrota pé potatis.

Tillimpningen av gemenskapens vixtskyddsordning pa
gemenskapen som ett omride utan inre granser har pikallat
en ny genomgang och omarbetning av vissa bestaimmelser 1
direktiv 80/665/EEG.

Denna genomgang har visat att bestammelserna i direktiv
80/665/EEG ir otillrickliga och att det ir noédvindigt att
ytterligare specificera de 3tgirder som skall vidtas.

Under dessa omstandigheter bor direktiv 80/665/EEG
upphora att gilla och nédvindiga dtgirder vidtas.

Atgirderna maste for det forsta ta hansyn till att sjukdomen
kan vara latent utan synliga symptom bade hos den vixande
grodan och 1 lagrade knolar, och kan siledes forebyggas
effektivt endast genom produktion och anvindning av
utsadespotatis som ir fri frin smitta, och f6r det andra till att
systematiska officiella undersokningar ar nédvindiga for att
lokalisera den. Spridningen av patogenen mellan knélar
under tillvixten ir inte den viktigaste faktorn, men patogenen
kan 6vervintra i kvarglimnade knélar och dessa dr den
huvudsakliga smittkillan d4 de foér Gver smittan frin en
odlingssison till nista. Patogenen sprids huvudsakligen
genom nedsmittning av potatis vid kontakt med angripen
potatis och vid kontakt med utrustning for sittning,
upptagning och hantering eller med transport- och
lagringsbehillare som har nedsmittats av patogenen vid
tidigare kontakt med angripen potatis. Sddana nedsmittade
foremdl kan bara pd smitta en tid efter nedsmittningen.
Spridningen av patogenen kan minskas eller forhindras
genom desinfektion av sddana férema3l. Varje nedsmittning av
utsidespotatis innebir en stor risk att patogenen sprids.

(") EGT nr L 26, 31.1.1977, s. 20. Direktiv senast indrat genom
kommissionens direktiv 92/103/EEG (EGT nr L 363, 11.12.1992,
s. 1).

(*) EGT nr L 180, 14.7.1980, 5. 30.
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For att kunna bestimma vilka allminna dtgarder som skall
vidtas liksom for de strangare eller ytterligare atgarder som
medlemsstaterna vidtar for att férhindra inférsel av
patogenen till sitt territorium, ar det onskvart att medlems-
staterna har ett nira samarbete med kommissionen inom
Stindiga kommittén for fytosanitira frigor, nedan kallad
“kommittén”.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Detta direktv ror de atgirder som skall vidtas i medlems-
staterna mot den organism som orsakar ljus ringrota pa
potatis, Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp.
sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al,, nedan
kallad “skadegbraren”, for att

a) lokalisera den och kartligga dess utbredning,

b) forhindra dess férekomst och spridning,
och

¢) om den konstateras, forhindra dess spridning och
bekampa den i syfte att utrota den.

Artikel 2

1. Medlemsstaterna skall utfora systematiska officiella
undersokningar avseende skadegéraren pa knolar och 1 ul-
limpliga fall pa potatisplantor (Solanum tuberosum L.) med
ursprung pd deras territorium for att bekrifta att
skadegoraren inte forekommer dir.

Vid dessa undersokningar skall, vad avser knolar, stickprov
tas bade av utsidespotatis och annan potatis, helst av partier
1 lager, och de skall underkastas en officiell eller en officiellt
6vervakad laboratorieundersokning enligt den metod som
avses 1 bilaga 1 for aw uppticka och diagnosticera
skadegoraren. I tillaimpliga fall kan dessutom en officiell eller
officiellt 6vervakad visuell inspektion utféras pa andra prover
genom att knolarna skars 1 delar.

Di det giller plantor, skall dessa undersékningar genomforas
enligt limpliga metoder och pa stickproven skall det utforas
lampliga officiella eller officiellt 6vervakade undersdkningar.

Provernas antal, ursprung och stratifiering samt tidpunkt for
deras insamlande skall beslutas av de ansvariga officiella
organen 1 enlighet med direktiv 77/93/EEG pi grundval av
sunda vetenskapliga och statistiska principer och
skadegorarens biologi, och med hinsyn ull de sirskilda
system for potatisproduktion som de berérda medlems-
staterna har. Ovannamnda uppgifter skall irligen meddelas
till de andra medlemsstaterna och till kommissionen for att
sakerstalla att alla medlemsstater med samma sikerhet
bekraftar att skadegoraren inte forekommer pa deras ter-
ritorium.

2. Resultaten av de officiella undersokningar som
faststalls 1 punkt 1 skall anmailas till de andra medlemsstaterna

och till kommissionen minst en ging per ar. Innehallet 1
denna anmailan skall vara konfidentiellt. Den kan 6verlimnas

till kommittén i enlighet med forfarandet i artikel 16a 1
direktiv 77/93/EEG.

3. Foljande bestimmelser far faststallas 1 enlighet med
torfarandet 1 artikel 16a i direktiv 77/93/EEG:

— Innehéllet 1 de undersokningar som faststalls 1 punkt 1
ovan och som skall utféras enligt sunda vetenskapliga och
statistiska principer.

— Innehallet i den anmalan som faststalls 1 punkt 2 ovan.

4. TFoljande bestammelse skall faststallas 1 enlighet med
forfarandet i artikel 16a i direktiv 77/93/EEG:

— De metoder som ir limpliga fér de undersokningar som
faststills 1 tredje stycket i punkt 1 ovan.

Artikel 3

Medlemsstaterna  skall sikerstilla att den misstinkta
forekomsten eller bekriftade narvaron av skadegoraren pa
potatisplantor och knoélar, eller pi skordade, lagrade eller
saluforda knolar pd deras territorium rapporteras tll deras
egna ansvariga officiella organ.

Artikel 4

1. Da det foreligger misstanke om att skadegoraren
forekommer, skall de ansvariga officiella organen 1 den
medlemsstat dir fdrekomsten har rapporterats sakerstilla att
officiella  eller  officiellt  6vervakade  laboratorie-
undersokningar utfors enligt den metod som anges 1 bilaga 1
och enligt de villkor som anges 1 bilaga 2.1 {or att bekrafta
eller vederligga den misstinkta forekomsten. I det
forstnimnda fallet skall de krav som faststalls bilaga 2.2 til-
limpas.

2. T avvaktan pa bekriftelse eller vederliggande av miss-
tinkt forekomst sdsom avses 1 punkt 1, skall medlems-
staternas ansvariga officiella organ 1 de fall av misstankt
forekomst dar

i) det antingen har konstaterats misstinkta synliga
symptom,

eller

i) ett positivt immunofluorescencetest enligt bilaga 1 eller
ett annat lampligt test med positivt resultat har gjorts

a) forbjuda flyttning av alla partier eller sindningar fran
vilka stickproven har tagits, férutom da det sker under
deras overvakning och forutsatt att det har sakerstalles ate
det inte finns nigon identifierbar risk for att
skadegoraren skall spridas,

b) vidta dtgarder for att spira den misstankta forekomstens
ursprung,

c) infora ytterligare lampliga forsiktighetsdtgarder pa
grundval av hur stor risken bedoms vara, {or att forhindra
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all spridning av skadegoraren. Dessa Aatgirder fir
inbegripa officiell 6vervakning av alla andra knélars eller
plantors flyttning inom eller utom det omride som
berors av den misstinkta forekomsten.

3.  Foljande bestimmelse fir faststillas 1 enlighet med
forfarandet i artikel 16a i direktiv 77/93/EEG:

— De atgiarder som avses 1 punkt 2. ¢ ovan.

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

— Det andra limpliga test som faststalls 1 punkt 2 ii ovan.

Artikel 5

1. Om en officiell eller officiellt 6vervakad labo-
ratorieundersokning enligt den metod som avses i bilaga 1
bekraftar ndrvaron av skadegdraren i ett stickprov av knélar,
plantor, eller delar av plantor, skall de ansvariga officiella
organen i en medlemsstat med hinsyn tll sunda
vetenskapliga principer, skadegorarens biologi och de
sirskilda systemen fér produktion, saluféring och
bearbetning i den medlemsstaten

a) forklara foljande for nedsmittade: knolarna eller
plantorna, sandningen eller partiet, och maskinerna,
fordonet, fartyget, lagret, eller delar av dessa, och alla
andra foremdl, inklusive forpackningsmaterialet, frin
vilka stickprovet togs och, 1 de fall di det ar lampligt,
produktionsplatsen eller -platserna och filtet eller falten
fran vilka knolar eller plantor hade skordats,

b) med beaktande av bestimmelserna i bilaga 3.1, bestimma
omfattningen av trolig nedsmittning genom kontakt fore
eller efter skorden eller genom produktionsmassig
anknytning till den angivna nedsmittningen,

¢) avgrinsa ett omrade pi grundval av forklaringen om
nedsmittning enligt a, bestimma omfattningen av den
troliga nedsmittningen enligt b och skadegorarens
mojliga spridning, med beaktande av bestimmelserna i
bilaga 3.2.

2. Medlemsstaterna skall, i enlighet med bestimmelserna
1bilaga 3.3, omedelbart anmaila till de andra medlemsstaterna
och till kommissionen om eventuell nedsmittning enligt
punkt 1 a och om det avgrinsade omradet enligt punke 1 c.

Uppgifterna 1 denna anmilan skall vara konfidentiella. De
kan lamnas till kommittén i enlighet med forfarandet i artikel
16a i direktiv 77/93/EEG.

3. Till foljd av den anmilan som avses i punkt 2 och de
element som namns dar, skall andra medlemsstater som anges
1 anmilan, om limpligt avge en forklaring om nedsmittning,
bestimma omfattningen av den troliga nedsmittningen och
avgransa ett omrade 1 enlighet med punkt 1 a-c.

Artikel 6

Medlemsstaterna skall foreskriva att om knolar eller plantor
har forklarats vara nedsmittade enligt artikel 5.1 a skall

potatispartier ur kloner som ir nirbesliktade med de som
berérs av nedsmittningen undersokas enligt artikel 4.1.
Undersokningarna skall utféras pa si ménga knolar eller
plantor som ar nodvindigt for at faststills den troliga
primara smittkillan och omfattningen av den troliga
nedsmittningen, helst efter avtagande smittorisk.

Till fo6ljd av testerna skall vid behov en forklaring om
nedsmittning avges, omfattningen av den troliga ned-
smittningen bestimmas och ett omride avgransas pa nytt i1
enlighet med artikel 5.1 a—c.

Artikel 7

1. Medlemsstaterna skall foreskriva att knélar eller
plantor, som har forklarats vara nedsmittade enligt artikel 5.1
a inte fir sittas och att de under deras ansvariga officiella
organs tillsyn skall

— f6rstoras,
eller

— pa annat satt undanrdjas inom ramen for en eller flera
tgirder under officiell kontroll i enlighet med bilaga 4.1,
forutsatt att det har sakerstalles act det inte finns ndgon
identifierbar risk for att skadegoraren skall spridas.

2. Medlemsstaterna skall foreskriva att knolar och plantor
som har forklarats som troligen smittade enligt artikel 5.1 b,
inte far sittas och att de, utan att det paverkar resultatet av de
tester som avses i artikel 6 f6r potatispartier ur narbesliktade
kloner, skall p4 limpligt satt anvindas eller undanréjas under
tillsyn av deras ansvariga officiella organ, enligt vad som
specificeras 1 bilaga 4.2, pa ett sadant sitt att det 4r sikerstallt
att det inte finns ndgon identifierbar risk for att skadegoraren
skall spridas.

3. Medlemsstaterna skall foreskriva att alla maskiner,
fordon, fartyg, lager, eller delar av dessa, och alla andra
foremal inklusive forpackningsmaterial som har forklarats
som nedsmittade enligt artikel 5.1 a eller som har forklarats
som troligen nedsmittade enligt artikel 5.1 b antingen skall
forstoras eller rengdras och desinficeras med limpliga
metoder som specificeras 1 bilaga 4.3. Efter desinfektion skall
inga sddana foremal langre anses vara nedsmittade.

4. Utan att det paverkar tillimpningen av de dtgirder som
infors 1 punkt 1-3 skall medlemsstaterna foreskriva att 1 det
omride som avgrinsas enligt artikel 5.1 ¢ skall ett antal
itgarder vidtas enligt bilaga 4.4.
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Artikel 8

1. Medlemsstaterna skall foreskriva att utsadespotatis
skall uppfylla kraven i direktiv 77/93/EEG och skall
hirstamma 1 direkt led frin material som har erhillits genom
ett officiellt godkdnt program och som har befunnits vara
frittfran skadegoraren vid officiella eller officiellt overvakade
tester enligt den metod som avses 1 bilaga 1.

Ovan nimnda tester skall utforas:

— pa plantorna 1 det ursprungliga klonurvalet, i de fall di
nedsmittningen paverkar produktionen av utsddes-
potatis,

— antingen pa plantorna i det ursprungliga klonurvalet eller
pa representativa stickprov av basutsidespotatis eller av
udigare potatisgenerationer.

2. Foljande bestimmelser fir faststillas i enlighet med
forfarandet 1 artikel 16a i direktiv 77/93/EEG:

— De nédrmare tillimpningsforeskrifterna i punkt 1 andra
stycket forsta strecksatsen 1 denna artikel.

— De bestimmelser avseende representativa stickprov som
faststalls 1 punkt 1 andra stycket andra strecksatsen i
denna artikel.

Artikel 9

Medlemsstaterna skall forbjuda innehav och hantering av
skadegoraren.

Artikel 10

Utan att det paverkar tillimpningen av bestimmelserna i
direktiv 77/93/EEG fir medlemsstaterna tillita undantag
frin de dtgarder som avses i artiklarna 6, 7 och 9 i det hir
direktivet 1 experimentellt eller vetenskapligt syfte och for
vaxtforadling, forutsatt att sidana undantag inte paverkar
bekdmpningen av skadegéraren och inte skapar nigon risk
for spridning av den.

Artikel 11

Medlemsstaterna far besluta om de ytterligare eller stringare
atgirder som kan kravas for att bekampa skadegoraren eller
for att forhindra att den sprids, sa till vida som de ar forenliga
med bestimmelserna i direktiv 77/93/EEG.

De vytterligare atgirder som avses i forsta stycket fir
inbegripa bestimmelser om att endast sidan utsidespotatis
fir anvindas som antingen ir officiellt certifierad eller som i

en officiell kontroll visat sig uppfylla faststallda sund-
hetskrav. Det sist namnda kan komma i frga i synnerhet da
en jordbrukare har tillstind att 1 sitt eget jordbruksforetag
anvanda utsadespotatis som de har erhallit frin sin egen skord
och i andra fall d4 egen producerad utsidespotatis anvinds.

De andra medlemsstaterna och kommissionen skall meddelas
om atgarderna.

Artikel 12

Andringar tll bilagorna i detta direktiv tll foljd av
utvecklingen av det vetenskapliga eller tekniska kunnandet
skall beslutas i enlighet med forfarandet i artikel 16a i direktiv
77/93/EEG.

Artikel 13

1. Senast den 15 november 1993 skall medlemsstaterna
faststilfa och publicera de bestimmelser som 4r nédvindiga
for att folja detta direktiv. De skall omedelbart informera
kommissionen om detta.

Nir en medlemsstat antar dessa bestimmelser skall de
innehilla en hinvisning till detta direktiv eller 4tfoljas av en
sidan hinvisning nir de offentliggdrs. Nirmare foreskrifter
om hur hinvisningen skall géras skall varje medlemsstat sjilv
utfarda.

Medlemsstaterna skall tillimpa dessa bestimmelser frin och
med den 16 november 1993.

2. Medlemsstaterna skall omedelbart meddela kommis-
sionen de bestaimmelser 1 nationell lagstiftning som de antar

inom det omrade som omfattas av detta direktiv. Kommis-
sionen skall meddela de andra medlemsstaterna om detta.

Artikel 14

Direktiv 80/665/EEG skall upphora att gilla frén och med
den 16 november 1993.

Artikel 15

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.
Utfardat 1 Luxemburg den 4 oktober 1993.

Pé rddets vignar
W. CLAES
Ordforande
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BILAGA 1

METOD F(?R ATT UPPTACKA OCH DIAGNOSTICERA DEN BAKTERIE SOM ORSAKAR LJUS
RINGROTA, CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (SMITH) DAVIS ET AL. SSP. SEPEDONICUS
(SPIECKERMANN ET KOTTHOF) DAVIS ET AL. I PARTIER MED POTATISKNOLAR

1. Uttagning av prover fran navelindarna

1.1 Tvitta 200 knolar under rinnande kranvatten och avligsna epidermis runt navelindan av varje kndl med
en skalpell eller potatisskalare som desinficeras regelbundet; desinficeringen kan goras genom att doppa
skalaren i 70- procentig etanol innan man flamberar den.

1.2. Avlagsna forsiktigt koniska vavnadsbitar frin navelindarna med en kniv eller en potatisskalare. Forsok att
{3 med s4 lite icke-vaskulir vivnad som méjligt. Efter uttagningen bor navelindarna bearbetas inom 24
timmar (se punkt 3) eller forvaras i — 20 °C i hogst tva veckor.

2. Visuell undersékning avseende symptom pa ringrota

Efter att provbitarna har avlagsnats, skir igenom varje knél pa tviren och iakttag knolen efter symptom
pd ringrota.

Pressa knélarna och observera om upplést vivnad pressas fram ur kirlringsvivnaden.

De forsta symptomen ar latt glasaktighet eller genomskinlighet hos vavnaden, utan att omridet runt
kirlringen har mjukats upp, sirskilt nira navelindan. Kirlringen vid navelindan kan vara en aning
moérkare in normalt. Det forsta klart identifierbara symptomet dr att kirlringen har en gulaktig firg och
di knolen pressas forsiktigt tringer strangar av ostliknande material fram ur kirlringen. Denna
utsondring innehdller miljontals bakterier. P4 detta stadium kan den karlringsviavnaden bli brunaktig.
Forst kan dessa symptom begrinsas till en del av ringen, inte nodvandigtvis nira navelindan, och de kan
gradvis breda ut sig till hela ringen. D3 infektionen fortsatter, forstors karlringen; yttre cortex kan skiljas
frin inre cortex. I ett framskridet stadium av infektionen upptrider sprickor pd ytan av knélen, dessa ar
ofta rédbruna vid kanterna. Sekundira angrepp av svampar eller bakterier kan délja symptomen och det
kan vara svirt, t.o.m. omojligt, ate skilja symptom pa framskriden ringrota frin andra former av réta hos

knolar.
3. Preparering av prover f6r Gramfirgning, firgning med immunofluorescensteknik och dggplanttest
3.1. Homogenisera navelandarna, tills de natt och jamnt ar upplosta, i en buffert som ar ogiftig for Clavibacter

michiganensis ssp. sepedonicus (t.ex. 0,05 M fosfatbuffrad koksaltlosning (PBS) pH 7,0) vid en temperatur
som ar ligre an 30 °C; det ir tillrddlige att tillsitea ett ogiftigt deflockulerande medel och ett ogiftigt
antiskummedel kan behovas (appendixerna 1 och 2). Onédig sonderdelning bor undvikas.

3.2 Skilj ut bakterier frin blandningen med en av foljande metoder(!):
A. a) Centrifugera med hogst 180 g 1 10 minuter.

b) Centrifugera supernatanten med minst 4000 g i 10 minuter. Dekantera och kasta bort
supernatanten.

B. a) Lit det uppblotta materialet std i 30 minuter si att det nedbrutna vivnadsmaterialet kan lagga sig.
Dekantera det ovanpéflytande lagret utan att vavnadsmaterialet rérs upp.

b) Filtrera supernatanten genom filterpapper (Whatman nr 1) som placeras 1 en glasfiltertratt (nr 2 =
40—100 pum) med hjilp av en vattenvakuumpump. Samla filtratet i ett centrifugror. Tvatta filtret
med steril fosfatbuffrad koksaltldsning sé att en filtratvolym pa maximalt 35 ml erhalls.

¢) Centrifugera filtratet med minst 4 000 g i 20 minuter.

3.3, Uppslamma det koncentrerade extraktet i steril 0,01 M fosfatbutfert pH 7,2 (appendix 2) si att den totala
volymen blir ungefar 1 ml. Dela detta i tvd lika stora delar och forvara den ena delen i referenssyfte genom
att frysaned den vid - 20 °C(?) eller genom att frystorka den. Dela den andra delen i tv4 halvor och anvind
den ena halvan for immunofluorescenstest och Gramfirgning och det andra for dggplanttest.

34. Det ir absolut nodvindigt att alla positiva kontroller och prover rérande Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus hanteras skilda frin varandra for att undvika nedsmittning. Detta giller dven for IF-glas och
aggplanttest.

(") En alternativ metod for ate skilja ut bakterier ges av Dinesen, 1984.
(?) Det har bevisats (Janse och Van Vaerenberg, 1987) att nedfrysning kan nedsitta livskraften hos Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus. Detta problem kan undvikas om torrsubstans liggs i 10-procentig glycerol.
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

Gramfirgning

Forbered Gramfirgning for alla utspadningar av det koncentrerade extraktet (5.2.1) och for alla
genomskurna knélar (2) som visar tecken pa glasaktighet, forruttnelse eller andra misstankta symptom.
Prover bor tas frin kanten av den sjuka vivnaden.

Forbered Gramfargning for kinda odlingar av Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus och om mojlige
tor vavnad som har infekterats pa naturligt sate (5.1).

Avgor vilka prover som innehaller typiska Grampositiva coryneforma celler. T allminhet ar celler av
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus 0,8 till 1,2 um linga och 0,4 till 0,06 pm breda.

Ett lampligt sitt att férfara vid fargningen anges i appendix 3.

Preparat fran naturliga angrepp eller nyligen isolerade odlingar uppvisar ofta en dominans av kockoida
stavar, vilka vanligtvis ir en aning mindre an celler frin andra agarodlingar. P4 de flesta odlingssubstrat ar
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus pleomorfa coryneforma stavar och kan ge en variabel
Gramreaktion. Cellerna upptrader ensamma, parvis med karaktaristiska “armbigar” som ar typiske
bojliga, och ibland i oregelbundna grupper som ofta hianvisas till som palissader och kinesiska bokstiver.

Metoder f6r immunofluorescenstest

Anvind ett antiserum pa en kind stam av Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus — ATCC 33113
(NCPPB 2137), eller NCPPB 2140. Detta bér ha en immunofluorescenstiter som ar storre an 1:600. Ta
med en kontroll med fosfatbuffrad koksaltlosning pd provglaset for att bestimma om fluorescein
isothiocyanat anti-kanin immunoglobulin konjugatet (FITC) binds icke-specifikt till bakterieceller.
Clavibacter michiganensis spp. sepedonicus (ATCC 33113 (NCPPB 2137), NCPPB 2140) bor anvindas
som homologa antigen kontroller pa ett sarskilt glas. Naturligt angripen vavnad (som har bevarats genom
frystorkning eller nedfrysning vid — 20 °C) bor da det ar mojligt anvandas som en liknande kontroll pa
samma glas (figur 2).

Utforande

Forbered tre serier av utspadningar, dar forhillandet ar en exponentiell serie av 10 (10, 102, 10%), av det
slutliga koncentrerade extraktet i destillerat vatten (figur 1).

Med pipett droppas en uppmitt standardvolym, som ar tillracklig for att tacka ett fonster (ca. 25 pl), av
varje suspension eller Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus 1osning (ca. 10° celler/ml) i fonstren pa
ett objektglas med flera fonster, s.k. multispotglas enlige figur 1.

Figur 1
Glas med prover och fosfatbuffrad koksaltlosningskontroll
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Figur 2

Glas for positiv kontroll
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Antiscrumutspadning

Lat luftrorka vid 37 °C och bind med 95—procentig etanol eller genom flambering,

Tick de lampliga fénstren enligt figur 1 med Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus antiserum utspitt
enligt rekommenderade proportioner, 0,01 M fosfatbuffrad koksaltlésning pH 7,2 (appendix 2). (Anvind
fostatbuffrad koksaltlésning till FITC kontrollen. Antiserumets arbetsutspidning bér vara ungefir
hilften av immunofluorescenstitern. Om andra antiserumutspadningar skall inbegripas, bor skilda glas
forberedas for varje utspadning som skall anvandas.

Inkubera i en fuktig kammare vid den omgivande temperaturen i 30 minuter.

Skolj noggrant med 0,01 M fosfatbuffrad koksaltlésning pH 7,2. Tvatta i fem minuter i tre omgéngar med
0,01 M fosfatbuffrad koksaltlosning pH 7,2.

Avlagsna forsiktige overflodig vatska.

Tick varje fonster med FITC konjugat med samma utspadning som anvindes for att bestimma titer och
inkubera i en mork fuktig kammare vid omgivande temperatur i 30 minuter.

Skolj och tvitta som ovan.

Anbringa ca. 5-10 ul 0,1 M fosfatbuffrat glycerin pH 7,6 (eller ett liknande preparat med ett pH pa minst
7,6) pé varje fonster och tick med ett tickglas (appendix 2).

Undersok med ett mikroskop som ir utrustat med en epifluorescerande ljuskilla och filter som ar
lampliga for att arbeta med FITC. En forstoring pa 400 till 1 000 ar limplig. Genomsok varje fonster och
dess upprepning lings tvd vinkelrita diametrar och genom att folja fonstrens omkrets.

Sok efter fluorescerande celler i de positiva kontrollerna och bestim titern. Sok efter fluorescerande celler
1 kontrollfonstret med FITC/fosfatbuffrad koksaltlosning och, om det inte finns nigra, gi vidare till
fonstren med prover. Bestim medeltalet av morfologiskt typiska fluorescerande celler per falt i minst 10
mikroskopfilt och berikna antalet per ml koncentrerat extrake (appendix 4).

Immunofluorescenstest medfor flera problem.

— Bestind av fluorescerande celler med atypisk morfologi och korsreagerande saprofytiska bakterier
som har en liknande storlek och morfologi som Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus kan
forekomma 1 potatisvivnad. Endast fluorescerande celler med typisk storlek och morfologi tas i
beaktande.

Pa grund av mojligheten {61 korsreaktion, bor prover frén ett positivt immunofluorescenstest kontrol-
leras pd nytt med ett annat antiserum.

— Den tekniska grinsen for upptickt med denna metod gir vid mellan 10° och 10* celler per ml
koncentrerat extrakt. Prover i vilka de typiska fluorescerande cellernas antal ligger nira grinsen for
upptickt ar vanligtvis negativa for C. m. ssp. sepedonicus men kan underkastas dggplanttest.

Clavibacter michiganensts

- ssp. sepedonicus
ca. 106/ml
) - Positivt '
potatisextrakt
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6.1.

6.2

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.4

6.4.1.

Ett immunofluorescenstest skall anses vara negativt dd inga morfologiskt typiska fluorescerande celler
har upptickts. Proverna skall betraktas som “icke nedsmittade” med Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus.

Aggplanttest behovs inte.

Immunofluorescenstestet faststlis som positivt for alla prover dir morfologiskt typiska
fluorescerande celler hittas.

Prover for vilka ett positivt immunofluorescenstest har fastslagits med bida antiserumen skall
p g
betraktas som “potentiellt nedsmittade” med Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Aggplanttest krivs for alla prover som betraktas som potentiellt nedsmittade.

Aggplanttest
For detaljer angdende odling se appendix 5.

Fordela det koncentrerade extraktet frin punkt 3.3 mellan minst 25 aggplantor pd bladstadium 3
(appendix 5) med hjalp av en av de metoder som anges nedan (6.2, 6.3 eller 6.4).

Inympning genom skdra I

Placera varje enskild kruka horisontellt (ett block av polystyren ur vars ena yta en 5 cm djup x 10 ¢cm bred
x 15 cm ldng bit har avligsnats (figur 3) ar tillrackligt stort for en kruka pd 10 cm). En remsa av steril
aluminium folie bor placeras mellan stjilken och blocket for varje exemplar som testas. Plantan kan hallas
pa plats med ett gummiband runt krukan.

Med en skalpell gors en lingsgdende eller latt diagonal skira 0,5-1,0 cm ling och ungefir lika djup som tre
fjardedelar av stjilkens diameter, mellan hjirtbladen och det forsta bladet.

Hall skiran 6ppen med udden pa skalpellen och pensla den med det material som skall inympas med hjalp
av en eyeliner eller en fin konstnirspensel som ir doppad i det koncentrerade extraktet. Fordela det
kvarvarande extraktet mellan aggplantorna.

Forslut skiran med sterilt vaselin frin en 2 ml spruta.

Figur3

Inympning genom skdra I1

Hall plantan mellan tvé fingrar, droppa med hjalp av en pipett en droppe (ca. 5-10 ul) av det uppslammade
koncentrerade extraktet pa stjilken mellan hjartbladen och det forsta bladet.

Med en steril skalpell gors en diagonal skira (i ungefir 5° vinkel) 1,0 cm ling och ungefar lika djup som
tvd tredjedelar av stjilkens diameter med borjan vid droppen med det koncentrerade extrakeet.

Forslut skiran med sterilt vaselin frén en spruta.
Inympning med en spruta

Undvik att vattna aggplantorna en dag fore ympningen for att minska saftspanningen.
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7.1

Inokulera diggplantornas stjalkar just ovanfor hjirtbladen med en spruta som ar frsedd med injektionsnl
(minst 23 G). Fordela det koncentrerade extraktet mellan aggplantorna.

Inokulera 25 plantor med en kind Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus kultur och, om det ir
mojligt, med naturligt angripen knélvavnad (5.1) med samma inokuleringsmetod (6.2, 6.3 eller 6.4).

Inokulera 25 plantor med steril 0,05 M fosfatbuffrad koksaltlésning med samma inokuleringsmetod (6.2,
6.3 eller 6.4).

Inkubera plantorna under lampliga forhillanden (appendix 5) i 40 dagar. Efter dtta dagar undersoks
plantorna pa vanligt sitt med avseende pi symptom. Rikna antalet plantor som uppvisar symptom.
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus orsakar vissnade blad hos dggplantor och detta kan bérja som
slapphet langs kanterna eller mellan nerverna. Vissnad vavnad kan till en borjan se morkgron eller flickig
ut, men bleknar innan den blir nekrotisk. Vissnade omriden mellan bladnerverna ser ofta feta och
vattenfyllda ut. Nekrotisk vavnad har ofta en klart gul kant. Plantorna dor nédvindigtvis inte; ju lingre
tid som gir innan symptomen visar sig, desto stérre ar chansen for verlevnad. Plantorna kan vixa ifrin
angreppet. Mottagliga unga aggplantor ir mycket kinsligare f6r smd populationer av Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus an aldre plantor, darfor ar det nodvandigt att anvanda plantor pé eller lite
fore bladstadium 3.

Vissnandet kan ocksi orsakas av andra bakterie- eller svamppopulationer som finns i det koncentrerade
extraktet av knélarnas vivnad. Dessa kan utgdras av bla. Erwinia carotovora subsp. carotovora och E.
carotovora subsp. atroseptica, Phoma exigua var. foveata och stora bestind av saprofytiska bakterier. Det
vissnande som orsakas av dessa kan skiljas frin det vissnande som orsakas av Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus eftersom hela blad eller hela plantor vissnar snabbt.

Preparera Gramfargning (4) for alla partier med dggplantor som uppvisar symptom och anvind delar av
vissnad bladvavnad och stjilkvavnad frin plantor och isolera proverna pa egna limpliga naringssubstrat
(7). Desinficera ytan pi dggplantornas blad och stjalkar genom att torka av dem med 70-procentig etanol.

Under vissa omstandigheter, 1 synnerhet da tillvixtforhillandena inte ar optimala, ar det mojlige for
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus att existera som en latent infektion i dggplantorna t.o.m. efter
inkubation under 40 dagar. Sidana infektioner kan resultera i himmad tillvixt och avsaknad av livskraft
hos de inokulerade plantorna. Om immunofluorescenstestet anses vara positivt, kan det vara nddvandigt
med vidare undersokningar. Det ar dirfor vasentligt att jamféra tillvixttakten hos alla aggplantor som
ingdr i testet med de kontroller som dr inokulerade med steril 0,05 M fosfatbuffrad koksaltlosning och ate
overvaka miljoforhdllandena i vaxthuset.

Rekommendationerna for vidare testning ar foljande:
Skar av stjalkarna ovanfor inokuleringsstallet och avligsna bladen.
Los upp stjalkarna i 0,05 M fosfatbuffrad koksaltlosning pH 7,0, pd samma satt som 1 3.1 och 3.2.

Anvand hilften av det koncentrerade extrakter ull att gora en Gramfargning (4) och eu
immunofluorescenstest (5).

Anvind den andra hilften tll att gora yteerligare ett dggplanttest (6) om Gramfirgningen eller
immunofluorescenstestet ir positiva. Anvand en kand kultur av Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus och sterila kontroller med 0,05 M fosfatbuffrad koksaltlosning. Om inga symptom iaketas i
det pifoljande testet, miste provet anses vara negativt.

Isolering av Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

Diagnosen kan bekriftas endast om Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus isoleras och identifieras
som Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (8). Fastan Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus ar
en skadegorare som ir svir att hantera ar det mojlige att isolera den utgdende frin vavnad som visar
symptom pé angrepp. Den kan emellertid kvivas av snabbt vixande saprofytiska bakterier och dirfor
rekommenderas inte isolering direkt frin det koncentrerade extraktet av knolvivnad (3.3). Aggplantor
utgor ett utmarkt selektivt forokningssubstrat {or kultur av Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
och dr ocksd utmarkta for bekriftande virdtest.

Isolering bor goras utgdende frin alla potatisknolar och dggplantor som uppvisar symptom (4, 6). Om
nodvandigt bor uppldsning av dggplantsstjalkar utforas som 1 punkterna 3 och 6.9.

Stryk suspension pi ett av {oljande substrat (formler anges i appendix 6):
Niringsagar med dextros (endast for renkultur).

Agar med jist, pepton och glukos.

Niringsagar med jast och dextros.

Agar med jastextrakt och mineralsalter.

Inkubera i 21 °C i upp till 20 dagar.
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Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus vixer lingsamt och producerar knappnilsliknande,
krimfirgade, kupolformade kolonier inom 10 dagar.

Stryk om for att uppnd renhet.

Tillvixttakten forbattras genom renkulturodling. Typiska kolonier ir krimvita eller elfenbensvita, runda,
slita, upphojda, kupolkonvexa, slemaktiga till flytande, har hela kanter och ir vanligtvis 1 till 3 mm i
diameter.

ldentifiering

Minga Grampositiva coryneforma bakterier som bildar kolonier liknande de hos Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus kan isoleras frin frisk eller angripen potatis och dggplantor. I detta
sammanhang maste Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus identifieras genom féljande test:

Immunofluorescenstest (5.1).

Aggplanttest.

Niringstest och fysiologiskt tes} (appendix 7).

— Oxidations—/fermenteringstest (O/F).

— Oxidastest.

— Tillvixt vid 37 °C.

— Produktion av ureas.

— Hydrolys av aesculin.

— Hydrolys av stirkelse.

— Tolerans av 7-procentig natriumkloridlsning.
— Indoltest.

— Katalastest.

— Produktion av H,S.

— Utnyttjande av citrat.

— Hydrolys av gelatin.

— Produktion av syra frin glycerol, laktos, rhamnos och salicin.
— Gramfargning.

Alla test bor inBegripa en kind stam av Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus som kontroll.
Niringstest och fysiologiska test bor utforas med inokulum frin renkulwurer pi niringsagar. De
morfologiska jimforelserna bor goras pa grundval av odlingar pa niringsagar med dextros.

For immunofluorescenstestet bor cellkoncentrationen justeras till 10° celler/ml. Immu-
nofluorescenstitern bor vara densamma som den hos den kinda Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus-odlingen.

For iggplanttestet bor cellkoncentrationen justeras till 107 celler/ml. Vid dggplanttest bér 10 plantor
anvindas for varje organism som testas, och hir anvindes ocksi en kind Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus odling och sterila vattenkontroller; med rena odlingar bor typiskt vissnande uppnas inom 20
dagar men plantor som inte visar symptom efter denna tid bor inkuberas i totalt 30 dagar vid temperaturer
som frimjar aggplantornas tillvixt, men som inte 6verstiger 30 °C (appendix 5). Om inga symptom mirks
efter 30 dagar, kan det inte fastslis att kulturen ir en patogen form av Clavibacter michiganensis spp.
sepedonicus.

Test Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
Oxidations—/fermentationstest (O/F) Inert eller svagt oxiderande

Oxidastest -

Katalastest +

Nitratreduktion -

Ureasaktivitet -

Produktion av H,$ -
Produktion av Indol -

Utnyttjande av citrat -
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Hydrolys av stirkelse — eller svag
Tillvixt vid 37 °C -

Tillvaxt 1 7—procentig NaCl -
Hydrolys av gelatin -
Hydrolys av aesculin +

Syra frin:

— glycerol -

— laktos — eller svag
— rhamnos -

— salicin _
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Tillagg 1

FORMEL FOR UPPLOSNINGSVATSKA REKOMMENDERAD AV LELLIOTT OCH SELLAR, 1976

D C silicone Antifoam MS A compound (Hopkins & Williams Ltd,

Cat nr 9964-25, Chatwell Heath, Essex, England) 10 ml
Flingor av Lubrol W (ICI Ltd) 05¢g
Tetrasodium pyrofosfat lg
0,05 M fosfatbuftrad koksaltldsning pH 7,0 (appendix 2) 1 liter
Tillagg 2
BUFFERTAR

0,05 M fosfatbuffrad koksaltlésning pH 7,0

Denna buffert kan anvindas for upplésning av knélvavnad (2.1)

Na,HPO, 426 ¢
KH,PO, 2,72 ¢
NaCl ‘ 80g

Destillerat vatten upp ill 1 liter

0,01 M fosfatbuffrad koksaltlésning pH 7,2

Denna buffert anvands for utspadning av antisera och for att tvitta IF-glas

Na,HPO,. 12 H,0 27
NaH,PO,. 2 H,O 04¢g
NaCl 80¢g
Destillerat vatten upp till 1 liter

0,1 M fosfatbuffrad glycerin pH 7,6

Denna buffert anvinds for att forstirka fluorescensen vid immunofluorescenstestet

Na,HPO, . 12 H,0 328
NaH,PO,. 2 H,0O 015 g
Glycerol 50 ml

Destillerat vatten 100 ml
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Tillagg 3

FORFARANDE VID GRAMFARGNING (HUCKERS MODIFIKATION)
(DOETSCH, 1981)

Lésning med kristallviolett
Los upp 2 g kristallviolett 1 20 ml 95—procentig etanol.
Los upp 0,8 g ammoniumoxalat i 80 ml destillerat vatten.

Blanda de tvi 1osningarna.

Lugols jod

Jod g
Kaliumjodid 2g
Destillerat vatten 300 ml

Sonderdela de fasta imnena tillsammans i en mortel. Tillsitt 1 vattnet och ror om i en stingd behallare sd att imnena
upploses.

Firgande 16sning med saffranin

Utgdngslosning:
Saffranin O 25¢
95—procentig etanol 100 ml

Blanda och lagra.

Spades 1 férhallandet 1:10 for att 4 en arbetslosning.

Forfarande vid firgning

1. Preparera utstrykningspreparaten, lufttorka och virmefixera dem.
2. Drank objektglaset 1 kristallviolettlésning 1 en minut.

3. Tvitta snabbt i rinnande vatten.

4. Drank objektglaset i Lugols jod 1 en minut.

5. Tvitta i rinnande vatten och torka med laskpapper.

6. Avfirga genom atr tillsatta 95—procentig etanol droppvis tills ingen farg lingre avligsnas eller doppa glaset i
etanol i 30 sekunder under forsiktig omrorning.

7. Tvitta i rinnande vatten och torka med laskpapper.
8. Drink objektglaset i saffraninlosning i 10 sekunder.
9. Tvitta i rinnande vatten och torka med liskpapper.

Grampositiva bakterier firgas violett—blda; Gramnegativa bakterier fargas rosa—réda.
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Tilligg 4

BESTAMNING AV CELLTATHETEN FOR IMMUNOFLUORESCENSPOSITIVA CELLER

Fonsteryta (S) pa ett multispotglas

_ D )
4

dir D = fonstrets diameter
Synfaltets yta

nd?
4

@

dir d = synfiltets diameter

Berikna d antingen genom direkt mitning eller med foljande formel:

2

°= G?K? x 4 ©)
dir 1
K
G

synfiltskoefficient (beror pa typen av okular och varierar frin 8 till 24),
tubkoefficient (1 eller 1,25)
objektivets forstoring (100 x, 40 x etc.)

oo

LM (R = —
Av (2)fasd x

av (3) fasd =

Rikna antalet typiska fluorescerande celler per filt (c).

Berikna antalet typiska fluorescerande celler per fonster (C).

C =

«15

Berikna antalet typiska fluorescerande celler per ml koncentrerat extrakt (N)

N=Cxli;’9-xF

volymen av koncentrerat extrake pa fonstret,
det koncentrerade extraktets utspadningsfaktor.

dar y
dar F
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Tillagg 5

ODLING AV AGGPLANTOR
Sa froer av dggplanta (Solanum melongena cv. Black Beauty) i steril sijord. Froplantorna utplanteras 1 steril
planteringsjord da hjartbladen ir helt utvecklade (10 till 14 dagar).
Anvind dggplantor pi bladstadium 3 d4 tv3, men hégst tre, blad ar fullt utvecklade.

Aggplantor bor odlas 1 ett vixthus under féljande forhallanden:

Dagslangd: 14 timmar eller naturlig dagslingd om den ar lingre.
Temperatur: dag: 21-24°C,
natt: 15 °C.

Obs.: Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus kan inte vixa vid temperaturer Sver 30 °C. Om nattemperaturen
inte faller till 15 °C, kan kromoforskador upptrida (silvernekros).

Skador pé rotter vid angrepp av sciaridlarver kan undvikas genom anvindning av ett lampligt insektmedel.
Aggplantor cv. Black Beauty kan erhillas fran:

1. AB Hammenhogs Fro,
270 50 Hammenhaog,
Sverige.

2. HURST Seeds Ltd,
Avenue Road,
Witham,

Essex CM8 2 DX,
England.

3. ASGRO Italia Sp A,
Corso Lodi, 23,
Milano.

4. KUPPER
Mitteldeutsche Samen GmbH,
Hessenring 22,
D-37269 Eschwege.
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Tillagg 6

SUBSTRAT FOR TILLVAXT OCH ISOLERING AV CLAVIBACTER MICHIGANENSIS ssp.

SEPEDONICUS

Niringsagar (NA)

Difco Bacto niringsagar i destillerat vatten 1 det forhillande som anges av tillverkaren. Sterilisera i autoklav vid

121 °C 1 15 minuter.

Niringsagar med dextros (NDA)

Difco Bacto naringsagar innehillande 1-procentig D(+)-glukos (monohydrat). Steriliseras i autoklav vid 115 °C120

minuter.

Agar med jast, pepton och glukos (YPGA)
Difco Bacgo jastextrakt (nr 0127)

Difco Bacto pepton (ar 0118)

D(+)-glukos (monohydrat)

Difco Bacto agar (nr 0560)

Destillerat vatten

Sterilisera 0,5 liter 1 taget i autoklav vid 115 °C 1 20 minuter.

Agar med jistextrakt och mineralsalter (YGM)
Difco Bacto jastextrakt

D(+)-glukos (monohydrat)

K,HPO,

KH,PO,

MgSO, . 7H,0

MnSO,. H,0

NaCl

FeSO, . 7H,0

Difco Bacto agar

Destillerat vatten

Sterilisera 0,5 liter i taget i autoklav vid 115 °C i 20 minuter.

58

10g
15¢

1 liter

20¢g
25¢g
0,25g
0,25 ¢
01g
0,015 ¢
0,05¢
0,005 ¢
18¢g

1 liter
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Tilligg 7

NARINGSTEST OCH FYSIOLOGISKT TEST FOR IDENTIFIERING AV CLAVIBACTER
MICHIGANENSIS ssp. SEPEDONICUS

Alla substrat bor inkuberas vid 21 °C och undersdkas efter sex dagar. Om ingen tillvixt har skett, inkubera i upp till
20 dagar.

— Ogxidations- och fermentationstest (Hugh & Leifson), 1953

Bassubstrat
KCl 02¢g
MgSO, . 7H,0 02g
NH,H,PO, 10g
Difco Bacto pepton 1,0g
Difco Bacto agar 30¢g
D(+)-glukos (monohydrat) 10,0 g
Bromtymolblitt 0,03 g
Destillerat vatten 1 liter

Blanda och justera till pH 7,0-7,2 med 1IN KOH.
Blandningen hills p3 Pyrex odlingsrér 16 x 100 mm (innehill 12 ml) i mingder om 5 och 10 ml.
Sterilisera i autoklav vid 115 °C 1 10 minuter.

Stickinokulera varje kultur i 5 ml och 10 ml odlingsror. Tillsitt aseptiskt 1-2 ml steriit flytande paraffin till 10 m!
roret. Inkubera.

Posttiv reaktion

Ror Firg Tolkning
oppet gul fermenterande
slutet gul
oppet gul oxiderande
slutet bli~gron ]
Sppet Eronakng oxiderande eller inert
slutet 13-gron

Oxidastest (Kovacs, 1956)
Kovacs oxidasreagens:

1-procentig vattenldsning av tetrametyl parafenylendiamin dihydroklorid (BDH nr 30386) 1 destillerat
vatten.

Detta reagens bor prepareras farskt i mingder om 1 ml eller kan lagras i en brun glasflaska vid 5 °C i 1-4 veckor.

Placera en droppe reagens pi filterpapper i en ren petriskil. Tillfér omedelbart en del av provodlingen frin
niringsagaren genom att gnugga filterpappret med en platinacgla.

Positiv reaktion: inom 10 sekunder upptrider purpur firg. Odlingar hos vilka firgen upptrider inom 10-30
sekunder ir svagt positiva.

Obs: Det ir visentligt att anvinda en platinadgla och bakterier som odlats pa niringsagar eftersom spar av jarn
eller hég sockerhalt 1 tillvixtsubstratet kan ge ett falske positivt resultat.

Produktion av syra frin laktos, rhamnos, salicin, glycerol

Tillred Hugh & Leifsons oxidations- och fermentationssubstrat utan glukos. Fordela i ror i miangder om 5 ml.
Sterilisera i autoklav vid 115 °C i 10 minuter. Tillsitt aseptiske 0,5 ml filtersteriliserad 10 % vattenlosning av
antingen glycerol, laktos, rhamnos eller salicin till den flytande agarlosningen vid 45 °C. Blanda forsiktigt.

Positiv reaktion: fargindring frin bli—gron till gul indikerar syraproduktion.
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— Katalastest

Ligg en droppe vateperoxid (volym 30) pd ett rent objektglas och emulgera med en platinadgla full med material
fran odlingen.

Positiv reaktion: produktion av syrebubblor i droppen vittnar om forekomst av katalas.

Nitratreduktionsaktivitet och denitrifikation (Bradbury, 1970)

Odlingssubstrat:
KNO; (nitritfri) 1g
Difco Bacto jastextrakt lg
K,HPO, 5¢
Destillerat vatten 1 liter

Mangder pa 10 ml halles 1 20 ml flaskor. De steriliseras i autoklav vid 121 °C i 15 minuter.

Reagens A:
H,SO, 8g
5N ittiksyra 1 liter
Reagens B:
Naftylamin 5g
5N ittiksyra 1 liter

Inokulera nitratsubstratet tvd ginger. Testa efter 10 och 20 dagar genom att tillsitta en droppe Lugols jod, 0,5 ml
reagens A och 0,5 ml reagens B. Om substratet inte blir rodaktigt, ullsitt ca. 50 mg zinkpulver. lakkta
targreaktionen.

Positiv reaktion: Fargreaktion
Fas1 Fas 2
Ingen reduktion av nitrat farglos rod

Reduktion av nitrat till nitrit
(endast nitratreduktas) rod -

Reduktion av nitrat forbi nitritstadiet
(denitrifiering — nitrat- och nitritredukras) farglos farglos

Produktion av ureas (Lelliott, 1966)

Bassubstrat:
Oxoid urea agarbas (CM 53) 24g
Destillerat vatten 95 ml

Sterilisera i autoklav vid 115 °C 120 minuter. Kyl ned den flytande agarlosningen till 50 °C och tillsitt aseptiskt
5 ml hltersteriliserad 40—procentig vattenlosning av urea (Oxoid SR 20). Blanda vil.

Fordela i mingder om 6 ml 1 sterila ror (16 x 100 ml), placera roren snett och 1t massan satta sig.

Positiv reaktion: det gul-orange substratet utvecklar en korsbarsrod eller magenta—rosa farg om ureasaktivitet
har forekommit.

Utnyttjande av citrat (Christensen) (Skerman, 1967)
Citrat agarbas (Merck 2503) 23g
Destillerat vatten 1 liter

Blanda och los upp genom upphettning. Fordela mangder om 6 ml som tor ureassubstratet. Sterilisera i autoklav
vid 121 °C 1 15 minuter och lit massan ligga sig 1 snedstillda ror.

Positiv reaktion: utnyttjande av citrat anges av en andring av substratets farg frén orange ull rod.
Produktion av svavelvite (Ramamurthi, 1959)
Substrat:

Difco Bacto trypton (nr 0123) 10g

K,HPO, 1g
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NaCl 5g
Destillerat vatten 1 liter
Los upp och fordela i mingder om 6 mli ror 16 x 100 mm. Sterilisera i autoklav vid 115 °C i 10 minuter.

Inokulera roret och satt in ett blyacetatpapper (Merck 9511) aseptiskt genom rorets mynning. Hall det pa plats
med locket. Inkubera i upp till 20 dagar.

Positiv reaktion: Produktion av H,S frin trypton pdvisas genom att det utvecklas en svart—brun firg pi
testpappret.

Produktion av indol (Ramamurthi, 1959)
Substrat:
Lika som i H,S testet.

Avligsna blyacetatpappret och tillsitt 1-2 ml dietyleter och skaka om forsiktige. Lat lagren skilja sig it (fem
minuter). Tillsatt forsiktigt 0,5 ml av Kovacs reagens (Merck 9293) pd insidan av det snedstillda roret.

Positiv reaktion: forekomsten av indol pavisas genom att det utvecklas en rod firg i det gula lagret mellen etern
och vattenfasen.

Tillvaxt vid 37 °C (Ramamurthi, 1959)

Substrat:
Difco Bacto naringsbuljong (nr 0003) 8¢
Destillerat vatten 1 liter

Blanda, 16s upp och fordela i ror i mangder om 6 ml.
Sterilisera 1 autoklav vid 121 °C i 15 minuter.
Inokulera och inkubera vid 37 °C.

Positiv reaktion: iakktag tecken pa tillvaxt.

Tillvaxt i 7-procentig natriumklorid (Ramamurthi, 1959)

Substrat:
Difco Bacto niringsbuljong 8g
NaCl 70¢g
Destillerat vatten 1 liter

Blanda, 16s upp och fordela i ror 1 mangder om 6 ml.

Sterilisera Zautok,lzﬁ vid 121 °C i 15 minuter.
Positiv reaktion: 1akttag tecken pa ullvaxt.

Hydrolys av gelatin (Lelliott, Billing & Hayward, 1966)

Substrat:
Difco Bacto gelatin (nr 0143) 120 g
Destillerat vatten 1 liter

Blanda, 16s upp genom upphettning och férdela i ror i mangder om 6 ml.
Sterilisera i autoklav vid 121 °C i 15 minuter.
Positrv reaktion: gelatinet smilter dven om temperaturen hélls vid 5 °C i 30 minuter.

Hydrolys av stirkelse

Substrat:
Difco Bacto niringsagar (flytande) 1 liter
Difco Bacto l6slig starkelse (nr 0178) 2g

Blanda, sterilisera 1 autoklav vid 115 °C i 10 minuter.
Gjutplattorna bestryks. Punktinokulera plattorna.
Efter det att en god tillvaxt har skett (10 till 20 dagar), avligsna en del av tillvixten och drink med Lugols jod.

Positiv reaktion: hydrolys av starkelse anges av klara omridden under eller runt om bakterietillvixten; det
kvarvarande substratet forblir purpurfargat.
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— Hydrolys av aeskulin (Sneath & Collins, 1974)

Substrat:
Difco Bacto pepton 10g
Aeskulin lg
Jarncitrat (Merck 3862) 0,05 g
Natriumcitrat lg
Destillerat vatten 1 liter

Blanda s3 att det loses upp och fordela i ror i mangder om 6 ml.
Sterilisera 1 autoklav vid 115 °C 1 10 minuter.
Substratet ar klart men har en bliaktig fluorescens.

Positiv reaktion: Hydrolys av aeskulin pivisas genom utveckling av en brun farg samtidigt som fluorescensen
forsvinner. Detta kan kontrolleras med en ultraviolett lampa.
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BILAGA 2

. Vid varje misstinkt forekomst {or vilken ett positivt immunofluorescenstest har utforts enligt den metod som

avses i bilaga 1 bor, i avvaktan pa bekriftelse eller vederliggning genom slutférande av den nimnda metoden,
toljande foremil bevaras och forvaras pa limpligt sate till dess att metoden har slutfores:

— Alla de knélar och plantor frin vilka prover har tagits, om majligt.

— Allt kvarvarande extrakt och ytterligare preparerade immunofluorescensglas.

. Om det bekriftas att skadegoraren férekommer, bor foljande foremal bevaras och forvaras pa limpligt satt under

dtminstone en ménad efter det anmalningsforfarande som avses 1 artikel 5.2:
— Det material som specificeras i punkt 1.
— Ett prov av det angripna dggplantematerialet inokulerat med knol- eller plantextraktet.

— Den isolerade kulturen av skadegoraren.
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BILAGA 3

1. Foljande skall beaktas vid bestimningen av hur omfattande den troliga nedsmittning som avses i artikel 5.1 b ir:
— Knolar och plantor som har odlats pa en plats som forklaras nedsmittad enligt artikel 5.1 a.

— En eller flera produktionsplatser eller anliggningar med ndgon anknytning till produktionen av de knélar
eller plantor som har forklarats nedsmittade i enlighet med artikel 5.1 a, inklusive anknytning via
produktionsutrustning eller —anordningar som delas direke eller genom en gemensam entreprenor.

— Knolar eller plantor som har producerats pa en sidan plats som avses i foregiende strecksats, eller som har
forvarats pa en sidan plats under den tid di de knolar eller plantor som har forklarats nedsmittade i enlighet
med artikel 5.1 a befann sig pa den produktionsplats eller —anliggning som avses i forsta strecksatsen.

— Centrallager som hanterar potatis frin de ovan nimnda produktionsplatserna.

— Alla maskiner, fordon, fartyg, lager, eller delar av dessa, och alla andra foremadl, inklusive
forpackningsmaterial som, under de 12 fdregiende minaderna eller under ndgon annan period, kan ha
kommit i kontakt med de knoélar eller plantor som har férklarats nedsmittade i enlighet med artikel 5.1 a.

— Alla knolar eller plantor som har lagrats i, eller kommit i kontakt med, nigot av de foremil som anges i
foregdende strecksats innan dessa foremdl hade rengjorts och desinficerats.

— Till f5ljd av den undersokning som avses i artikel 6, knolar eller plantor som genom kloning har samma
hirstamning som de knolar eller plantor som har forklarats nedsmittade i enlighet med artikal 5.1 a och for
vilka undersékningar visar att det ir troligt att de ar nedsmittade.

2. Foljande skall beaktas vid bestimningen av den mojliga spridning som avses i artikel 5.1 c:
— Nirheten till andra produktionsplatser dar det odlas potatis eller andra virdvixter.
— Det gemensamma ursprunget for partierna av utsidespotatis.

3. Uppgifterna i den anmilan som avses i forsta stycket i artikel 5.2 skall inkludera féljande:

— For alla potatissindningar eller —partier som har forklarats nedsmittade, de certifikat som foreskrivs i artikel
7 eller artikel 8 i direktiv 77/93/EEG, och vilket som ar lampligast, vaxtpassnummer eller registreringsnum-
mer.

— Sortnamn for utsidespotatis, och om mojlige 1 alla andra fall.
— En detaljerad beskrivning av smittans omfattning och det omride som har avgransats.

— Tillgingen pi extrakt, preparerade immunofluorescensglas, infekterat aggplantmaterial och en isolerad
kultur av skadegoraren frin det test genom vilket det har getts en positiv bekraftelse pd skadegoraren.
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BILAGA 4

. De officiellt évervakade dtgirder som avses i artikel 7.1, fér bortskaffande av knélar eller plantor som har

forklarats nedsmittade i enlighet med artikel 5.1 a, skall vara foljande:

— Anvindning fér industriell bearbetning genom direkt och omedelbar leverans till en bearbetningsanliggning
med limpliga anordningar for avfallshantering for vilken det har sikerstillts att det inte finns nigon
identifierbar risk for att skadegdraren skall spridas, och med ett system for desinfektion av lageromriden och
avgiende fordon.

— Andra 4tgirder, forutsatt att det har sikerstallts att det inte finns ndgon identifierbar risk for att skadegoraren
skall spridas; dessa dtgarder skall anmalas till kommissionen och till de andra medlemsstaterna.

. Limpliga sitt att under medlemsstaternas ansvariga officiella organs tillsyn anvinda eller bortfora de knélar eller

plantor som har forklarats troligen nedsmittade i enlighet med artikel 5.1 b och som avses i artikel 7.2 skall vara
foljande:

— Anvindning som matpotatis avsedd for konsumtion, firdigforpackad for direke leverans och anvindning
utan ompaketering, och avsedd fér sidan direkt leverans och anvindning.

— Anvindning som industripotatis avsedd for industriell bearbetning, och avsedd for direkt och omedelbar
leverans till en bearbetningsanliggning som har limpliga anordningar for avfallshantering och desinfektion.

— Andra sitt att anvinda eller bortféra potatisen, forutsatt att det har sikerstallts att det inte finns nigon
identifierbar risk fér att skadegoraren skall spridas.

. Lampliga metoder for att rengdra och desinficera de foremil som avses i artikel 7.3 skall vara de for vilka det har

sikerstallts att det inte finns nigon identifierbar risk for att skadegoraren skall spridas. De skall anvindas under
overvakning av medlemsstaternas ansvariga officiella organ.

. Den serie atgiarder som medlemsstaterna skall vidta inom det avgrinsade omride som upprittas i enlighet med

artikel 5.1 ¢ och som avses 1 artikel 7.4 skall inkludera foljande:

4.1. Pa produktionsplatser som har forklarats nedsmittade i enlighet med artikel 5.1 a:

a) P4 et falt som har forklarats nedsmittat i enlighet med artikel 5.1 a, antingen
i) — under dtminstone de tre odlingsir som foljer pa det ar da faltet forklarades for nedsmittat,

— skall atgirder vidtas for att utrota plantor fran $vervintrande knélar och andra naturligt férekom-
mande vardvaxter for skadegoraren, och

— skall inga knolar, plantor eller fron av potatis, eller andra naturligt férekommande virdvixter for
skadegoraren, eller grodor som medfor en identifierad risk for att skadegoraren kommer att
overleva eller spridas, sittas eller sds forrin faltet har befunnits vara frite frin plantor frin
overvintrande knolar under minst tva pd varandra foljande odlingsir.

— under den forsta vixtsisongen efter den period som specifieras i foregdende strecksats, skall det endast
odlas officiellt certifierad utsidespotatis som ir avsedd for produktion av annan potatis in
utsiadespotatis, och en officiell undersokning skall goras i enlighet med artikel 2.1,

— under den vixtsasong som foljer pi den som avses i foregiende strecksats och efter en laimplig
vaxtfoljdscykel, skall det sattas officiellt certifierad utsidespotatis som ir avsedd f6r produktion av
utsadespotatis eller av annan potatis, och en officiell undersokning skall goras i enlighet med artikel
2.1, eller

i1) — under de fyra odlingsir som f6ljer pa det dr dd filtet forklarades for nedsmittat,

— skall dtgarder vidtas for att utrota plantor frin 6vervintrande knolar och andra naturligt forekom-
mande virdvixter for skadegoraren,

— skall faltet antingen liggas i och bibehillas som hel trida eller som permanent betesmark som slds
ofta eller som betas intensivt,

— under den forsta vaxtsisongen efter den period som specifieras i foregiende strecksats, skall officiellt
certifierad utsidespotatis anvandas, avsedd for produktion av utsidespotatis eller av annan potatis, och
en officiell undersokning skall goras i enlighet med artikel 2.1.
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b) P4 andra fale,

— under det odlingsar som foljer det ar da filtet forklarades nedsmittat,

— skall antingen inga knolar, plantor eller fron av potatis eller andra naturligt forekommande virdvixter
for skadegoraren sittas eller sds, och dtgirder skall vidtas for ate pa limpligt sitt utrota plantor frin
overvintrande knolar, eller

— far endast anvindas officiellt certifierad utsidespotatis, avsedd for produktion av annan potatis in

- utsadespotatis, pd villkor att de ansvariga officiella organen har férvissat sig om att risken for plantor

frin 6vervintrande knolar och andra naturligt forekommande virdvixter for skadegéraren har
undanrdjts.

— skall, under minst de tvi ir som foljer pd det dr som specificeras i foregiende strecksats, endast officiellt
certifierad utsidespotatis anvindas, antingen for produktion av utsidespotatis eller av annan potatis,

— skall, under vart och ett av de odlingsir som avses i de foregiende strecksatserna, dtgarder vidtas for att
utrota plantor frin 6vervintrande knélar och naturligt férekommande virdvixter fr skadegéraren, och
en officiell undersokning skall goras i enlighet med artikel 2.1.

— skall, om officiellt certifierad utsidespotatis anvands for produktion av annan potatis in utsadespotatis
under det odlingsir som foljer pa det ar di filtet forklarades nedsmittat, den vixande grodan inspekteras
vid lampliga tidpunkter och plantor frin overvintrande knolar undersokas avseende skadegoraren.

c) Alla maskiner och lageranlaggningar p4 produktionsplatsen som har varit involverade 1 potatisproduktionen

skall rengéras och desinfekteras pa limpligt sitt och med limpliga metoder enligt punkt 3 omedelbart efter
det att produktionsplatsen har forklarats {6r nedsmittad enligt artikel 5.1 a och under varje ddrpa foljande
odlingsdr fram till och med den forsta tillitna sisongen for potatisodling pa det filt som har forklarats
nedsmittat enligt punkt a.

d) I de produktionssystem dar det ar mojligt att fullstindigt byta ut odlingssubstratet,

— skall inga knélar, plantor eller fron sittas eller sds om inte produktionsenheten har underkastats officiellt
Svervakade atgarder for att utrota skadegoraren och avlagsna allt potatismaterial eller annat material av
familjen Solanaceae, inklusive 3tminstone ett totalt byte av odlingssubstrat och rengoring och

. . - . . - o . . . .
desinfektion av produktionsenheten och all utrustning, och darefter har godkants f6r potatisproduktion
av det ansvariga officiella organet, och

— skall potatisproduktionen komma frin officiellt certifierad utsidespotatis eller frin miniknolar eller
mikroplantor som hirstammar frin undersokta kallor.

4.2. Utan att det piverkar tillimpningen av 4.1, skall medlemsstaterna inom det avgransade omridet

a) omedelbart, och dtminstone under tre vegetationsperioder efter det att omradet har forklarats nedsmittat

— sikerstilla dvervakning genom deras ansvariga officiella organ av platser dar potatisknoélar odlas, lagras
eller hanteras, och av foretag som bedriver entreprenadverksamhet inom potatissektorn.

— kriva att maskiner och lager p sddana platser och foretag rengors och desinfekteras pd limpligt satt och
med limpliga metoder enligt punkt 3.

— kriva att endast certifierat utside anvinds for all potatisodling inom det avgrinsade omridet,

— krava att skordade utsadespartier frin alla produktionsplatser inom det avgrinsade omradet hanteras skilt
fran potatis avsedd for annat andamil,

— genomfdra en officiell underskning i enlighet med artikel 2.1.

b) uppritta ett program for att vid behov byta ut alla partier av utsadespotatis under en limplig period.

De atgarder som infors under 4.2 skall, tillsammans med producenternas registreringsnummer, gemensamma
lager och distributionscentraler inom det avgrinsade omridet, drligen anmialas till de andra medlemsstaterna
och till kommissionen.




