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FEDERAAL AGENTSCHAP
VOOR DE VEILIGHEID VAN DE VOEDSELKETEN

[C - 2014/18053]

26 JANUARI 2014. — Koninklijk besluit betreffende de bestrijding
van bruinrot in aardappelen (Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al.)

FILIP, Koning der Belgen,
Aan allen die nu zijn en hierna wezen zullen, Onze Groet.

Gelet op de Grondwet, artikel 108;

Gelet op de wet van 2 april 1971 betreffende de bestrijding van voor
planten en plantaardige producten schadelijke organismen, artikel 2,
§1,1,4, 5 en 8, gewijzigd bij de wet van 5 februari 1999 en bij het
koninklijk besluit van 22 februari 2001 en § 2, gewijzigd bij de wet van
27 december 2004;

Gelet op de wet van 4 februari 2000 houdende oprichting van het
Federaal Agentschap voor de Veiligheid van de Voedselketen, artikel 4,
§§ 1 en 2, § 3, gewijzigd bij de wet van 22 december 2003, en artikel 5,
tweede lid, 7°, gewijzigd bij de wet van 22 december 2003;

Gelet op het ministerieel besluit van 30 augustus 1999 betreffende de
bestrijding van Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.;

Gelet op het ministerieel besluit van 14 februari 2000 tot vaststelling
van maatregelen om te beletten dat Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. zich verspreidt;

Gelet op het overleg tussen de gewestregeringen en de federale
overheid van 23 mei 2013;

Gelet op het voorafgaand onderzoek met betrekking tot de noodzaak
om een duurzame ontwikkelingseffectbeoordeling uit te voeren zoals
bepaald in artikel 19/1 van de wet van 5 mei 1997 betreffende de
coordinatie van het federale beleid inzake duurzame ontwikkeling,
waaruit blijkt dat een effectbeoordeling in dit geval niet vereist is
aangezien dit besluit de omzetting is van een richtlijn van de Europese
Unie bedoeld in artikel 2, 3° van het koninklijk besluit van 20 septem-
ber 2012 tot uitvoering van artikel 19/1, § 1;

Gelet op het advies 54.368/1 van de Raad van State, gegeven op
25 november 2013, bij toepassing van art. 84, § 1, eerste lid, 1°, van de
wetten op de Raad van State, gecodrdineerd op 12 januari 1973,

Op voordracht van de Minister van Landbouw,

Hebben Wij besloten en besluiten Wij :

HOOFDSTUK 1. — Omzetting

Artikel 1. Dit besluit is de gedeeltelijke omzetting van richt-
lijn 98/57/EG van de Raad van 20 juli 1998 betreffende de bestrijding
van Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi ef al.

HOOFDSTUK 2. — Definities

Art. 2. Voor de toepassing van dit besluit wordt verstaan onder :

a) “het Agentschap” : het Federaal Agentschap voor de Veiligheid
van de Voedselketen;

b) “het organisme” : de voor bruinrot verantwoordelijke ziektever-
wekker Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., vroeger bekend
als Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith;

c¢) “het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal” : de in bijlage I,
deel I, bij dit besluit vermelde waardplanten van het organisme;

d) “het koninklijk besluit van 10 augustus 2005” : het koninklijk
besluit van 10 augustus 2005 betreffende de bestrijding van voor
planten en plantaardige producten schadelijke organismen.

HOOFDSTUK 3. — Toezicht

Art. 3. § 1. Het Agentschap verricht ieder jaar systematisch officiéle
onderzoeken voor het opsporen van het organisme op het in de lijst
opgenomen plantaardig materiaal dat afkomstig is van het Belgische
grondgebied. Met het oog op de identificatie van mogelijke andere
besmettingsbronnen die een bedreiging vormen voor de productie van
het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal, voert het Agentschap
in de productiegebieden van het in de lijst opgenomen plantaardig
materiaal een risicobeoordeling uit en, als daaruit een risico op
verspreiding van het organisme naar voren komt, voert het gerichte
officiéle onderzoeken uit naar het organisme op andere planten dan het
in de lijst opgenomen plantaardig materiaal, inclusief in het wild
voorkomende waardplanten van de nachtschadefamilie, alsmede zowel
in het oppervlaktewater dat wordt gebruikt voor beregening of
bespuiting van het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal, als in
het afvalwater dat wordt geloosd door industriéle verwerkings- of

AGENCE FEDERALE
POUR LA SECURITE DE LA CHAINE ALIMENTAIRE

[C - 2014/18053]

26 JANVIER 2014. — Arrété royal relatif a la lutte contre la pourriture
brune de la pomme de terre (Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al.)

PHILIPPE, Roi des Belges,
A tous, présents et a venir, Salut.
Vu la Constitution, I’article 108;
Vu la loi du 2 avril 1971 relative a la lutte contre les organismes
nuisibles aux végétaux et aux produits végétaux, l'article 2, § 1°, 1, 4,

5 et 8 modifié par la loi du 5 février 1999 et par l'arrété royal du
22 février 2001 et § 2, modifié par la loi du 27 décembre 2004;

Vu la loi du 4 février 2000 relative a la création de 1’Agence fédérale
pour la Sécurité de la Chaine alimentaire, l'article 4, §§ 1°" et 2, § 3,
modifié par la loi du 22 décembre 2003, et I'article 5, alinéa 2, 7°, modifié
par la loi du 22 décembre 2003;

Vu l'arrété ministériel du 30 aolt 1999 concernant la lutte contre
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.;

Vu l'arrété ministériel du 14 février 2000 déterminant des mesures
afin d’éviter la propagation de Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al.;

Vu la concertation entre les gouvernements régionaux et 1’autorité
fédérale du 23 mai 2013;

Vu l'examen préalable de la nécessité de réaliser une évaluation
d’incidence des décisions sur le développement durable, comme prévu
a l'article 19/1 de la loi du 5 mai 1997 relative a la coordination de la
politique fédérale de développement durable, dont il ressort qu'une
évaluation d’incidence n’est pas nécessaire dans le cas présent, étant
donné que cet arrété constitue la transposition d'une directive de
I'Union européenne visée a 1'article 2, 3° de 'arrété royal du 20 sep-
tembre 2012 portant exécution de l'article 19/1, § 1°7;

Vu l'avis 54.368/1 du Conseil d’Etat, donné le 25 novembre 2013, en
application de l'article 84, § 1", alinéa 1, 1°, des lois sur le Conseil
d’Etat, coordonnées le 12 janvier 1973,

Sur la proposition de la Ministre de 1’Agriculture,

Nous avons arrété et arrétons :

CHAPITRE 1¢. — Transposition

Article 1°". Le présent arrété transpose partiellement la Direc-
tive 98/57/CE du Conseil du 20 juillet 1998 concernant la lutte contre
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi ef al.

CHAPITRE 2. — Définitions

Art. 2. Pour l'application du présent arrété, on entend par :

a) « 'Agence » : I’Agence fédérale pour la Sécurité de la Chaine
alimentaire;

b) « 'organisme » : 'agent pathogéne responsable de la pourriture
brune de la pomme de terre Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al., auparavant connu sous la dénomination Pseudomonas solanacearum
(Smith) Smith;

¢) « matériel végétal énuméré » : les plantes hotes de 'organisme
énumérées a 'annexe I'¢, section I'®, du présent arrété;

d) « l'arrété royal du 10 aott 2005 » : I’arrété royal du 10 aotit 2005
relatif a la lutte contre les organismes nuisibles aux végétaux et produits
végétaux.

CHAPITRE 3. — Surveillance

Art. 3. § 1. L’Agence procede chaque année a des recherches
officielles systématiques visant a détecter 1’organisme sur le matériel
végétal énuméré provenant du territoire belge. Afin de déterminer les
autres sources éventuelles de contamination menagant la production du
matériel végétal énuméré, 1’Agence procede a une évaluation des
risques et, a moins qu’aucun risque de propagation de ’organisme n’ait
été constaté a l'issue de 1’évaluation, elle procede, dans les zones de
production du matériel végétal énuméré, a des recherches officielles
ciblées visant a détecter 1’organisme sur des végétaux n’appartenant
pas au matériel végétal énuméré, y compris sur les plantes sauvages
hoétes de la famille des solanacées, de méme que dans les eaux de
surface utilisées pour l'irrigation ou le traitement par pulvérisation du
matériel végétal énuméré et dans les eaux usées rejetées par les
entreprises de transformation industrielle ou de conditionnement
traitant du matériel végétal énuméré et utilisées pour l'irrigation ou le
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verpakkingsbedrijven die in de lijst opgenomen plantaardig materiaal
behandelen en dat wordt gebruikt voor beregening of bespuiting van
het in de lijst opgenomen éolantaardi materiaal. De omvang van die
gerichte onderzoeken wordt aan de hand van het vastgestelde risico
bepaald.

Het Agentschap kan eveneens officiéle onderzoeken doen ter opspo-
ring van het organisme op ander materiaal, zoals groeimedium, grond
en vast afval van industriéle verwerkings- of verpakkingsbedrijven.

§ 2. De in paragraaf 1 bedoelde officiéle onderzoeken worden als
volgt uitgevoerd :

a) voor het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal, volgens de in
bijlage I, deel II vermelde criteria;

b) voor andere waardplanten dan het in de lijst opgenomen
plantaardig materiaal en voor water, inclusief afvalwater, overeenkom-
stig daartoe geéigende methoden, waarbij, in voorkomend geval,
monsters worden genomen waarop tests worden gedaan in officiéle
laboratoria of onder officieel toezicht;

c) waar nodig, voor ander materiaal : overeenkomstig de daartoe
geéigende methoden.

Op basis van gefundeerde wetenschappelijke en statistische beginse-
len en van de biologische kenmerken van het organisme en rekening
houdend met de bijzondere productiesystemen voor het in de lijst
opgenomen plantaardig materiaal en, desgevallend, voor andere
waardplanten van het organisme, legt het Agentschap de te volgen
inspectieprocedures vast alsook waar, op welk tijdstip en hoeveel
monsters moeten worden genomen en de samenstelling van de
steekproef.

HOOFDSTUK 4. — Vermoeden van besmetting

Art. 4. §1. Bij elke vermoede aanwezigheid van het organisme voor
het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal ziet het Agentschap toe
op de volledige afwikkeling van officiéle of onder officieel toezicht
verrichte laboratoriumtests volgens de in bijlage II beschreven rele-
vante methode en conform de voorwaarden beschreven in bijlage III,
punt 1 of, in alle andere gevallen volgens om het even welke andere
officieel erkende methode met als doel die aanwezigheid te bevestigen
of te ontkennen. Als de aanwezigheid van het organisme wordt
bevestigd, zijn de bepalingen van bijlage III, punt 2, van toepassing.

§ 2. In afwachting van de bevestiging of de ontkenning van de in
paragraaf 1 bedoelde vermoede aanwezigheid :

a) is het verkeer van planten en knollen van alle gewassen, partijen of
zendingen waarvan de monsters zijn genomen, verboden, tenzij onder
toezicht van het Agentschap en op voorwaarde dat vaststaat dat er geen
aanwijsbaar risico is dat het organisme zich kan verspreiden;

b) treft het Agentschap de maatregelen die nodig zijn om de
oorsprong van de vermoede aanwezigheid van het organisme te
achterhalen;

c) stelt het Agentschap, met name voor de productie van het in de lijst
opgenomen plantaardig materiaal en het verkeer van andere pootaard-
appelpartijen dan die bedoeld in a), die geteeld zijn op de productie-
plaats waar de in a) bedoelde monsters werden genomen, passende
aanvullende, op de geraamde risicograad gesteunde voorzorgsmaatre-
gelen in om elke verspreiding van het organisme te voorkomen.

Het vorige lid is alleen van toepassing telkens wanneer

a) diagnostische visuele symptomen zijn vastgesteld die de aanwe-
zigheid doen veronderstellen van de door het organisme veroorzaakte
ziekte alsook een positieve reactie op de in bijlage II, deel I, punt 1, en
deel II nader omschreven snelle opsporingstest(s), of

b) een positieve reactie werd vastgesteld op de in bijlage II, deel I,
punt 2, en deel III nader omschreven opsporingstest(s).

§ 3. Indien bij vermoede aanwezigheid van het organisme een risico
bestaat voor besmetting van het in de lijst opgenomen plantaardig
materiaal of het oppervlaktewater vanuit of naar een andere lidstaat,
stelt het Agentschap de andere betrokken lidstaat of lidstaten onver-
wijld en al naargelang van het vastgestelde risico in kennis van de
gegevens met betrekking tot die vermoede aanwezigheid.

traitement par pulvérisation du matériel végétal énuméré. L'ampleur
de ces recherches ciblées est déterminée en fonction du risque décelé.

L’Agence peut également procéder a des recherches officielles visant
a détecter 'organisme sur d’autres matériels, tels que le milieu de
culture, le sol et les déchets solides provenant d’entreprises de
transformation industrielle ou de conditionnement.

§ 2. Les recherches officielles visées au paragraphe 1°" sont effectuées :

a) pour le matériel végétal énuméré, selon les criteres prévus a
I"annexe I'¢, section II;

b) pour les plantes hotes autres que le matériel végétal énuméré et
pour les eaux, y compris les eaux usées, selon des méthodes appro-
priées; le cas échéant des échantillons sont prélevés et soumis a des tests
en laboratoire officiels ou effectués sous controle officiel;

c) si nécessaire, pour d’autres matériels, selon des méthodes appro-
priées.

Sur la base de principes scientifiques et statistiques fondés et des
caractéristiques biologiques de I'organisme, et compte tenu des syste-
mes particuliers de production du matériel végétal énuméré et, le cas
échéant, d’autres plantes hotes de l'organisme, I’Agence arréte les
procédures d’inspection a suivre, ainsi que 1’origine, le calendrier et le
nombre d’échantillons & prélever et la stratification du prélévement des
échantillons.

CHAPITRE 4. — Suspicion de contamination

Art. 4. § 1°. Pour toute apparition suspectée de 1’organisme,
I’Agence veille a ce que des tests en laboratoire officiels ou officiellement
controlés soient effectués pour le matériel végétal énuméré, selon la
méthode pertinente décrite a I'annexe II et conformément aux condi-
tions énumérées a 1'annexe III, point 1, ou, dans tous les autres cas,
selon toute autre méthode officiellement agréée, afin de confirmer ou
d’infirmer ladite apparition. Si la présence de I'organisme est confir-
mée, les dispositions de I'annexe III, point 2, s’appliquent.

§ 2. Dans l'attente de la confirmation ou de linfirmation de
I'apparition suspectée visée au paragraphe 1° :

a) la circulation de végétaux et de tubercules issus de toutes les
cultures, lots ou envois sur lesquels les échantillons ont été prélevés est
interdite, sauf sous controle de I’ Agence et a condition qu’il ait été établi
qu’il n’y a aucun risque identifiable de propagation de 1'organisme;

b) I’Agence prend les mesures nécessaires pour remonter a 1’origine
de I'apparition suspectée;

¢) I’Agence introduit notamment pour la production du matériel
végétal énuméré et la circulation de lots de plants de pommes de terre
autres que ceux visés au a), produits sur le lieu de production sur lequel
les échantillons visés au a) ont été prélevés, des mesures de précaution
supplémentaires appropriées, fondées sur le degré de risque estimé, en
vue de prévenir toute propagation de 'organisme.

L’alinéa précédent ne s’applique que dans chaque cas ot on a
constaté

a) des symptdmes visuels diagnostiques suggérant la présence de la
maladie causée par 1'organisme et une réaction positive au(x) test(s) de
dépistage rapide précisé(s) a I’annexe II, section I'¢, point 1, et section
I, ou

b) une réaction positive au(x) test(s) de dépistage précisé(s) a
I'annexe II, section I'¢, point 2, et section III ,

§ 3. Dans le cas d’apparition suspectée ol il y a un risque de
contamination du matériel végétal énuméré ou des eaux de surface a
partir d’un autre Etat membre ou vers un autre Etat membre, I’Agence
notifie immédiatement, en fonction du risque identifié, les informations
relatives a ladite apparition suspectée a l'autre Etat membre ou aux
autres Etats membres concernés.
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HOOFDSTUK 5. — Bevestiging van de besmetting

Art. 5. § 1. Wanneer de officiéle of onder officieel toezicht verrichte
laboratoriumtests waarbij de in bijlage II beschreven relevante methode
of, in alle overige gevallen, enige andere officieel erkende methode
werd toegepast, de aanwezigheid van het organisme in het overeen-
komstig dit besluit genomen monster bevestigen :

a) als het gaat om in de lijst opgenomen plantaardig materiaal :

i) stelt het Agentschap een onderzoek in om de omvang en de
primaire bron(nen) van de besmetting te bepalen, overeenkomstig het
bepaalde in bijlage IV en aan de hand van bijkomende tests overeen-
komstig artikel 4, § 1, op ten minste alle voorraden van klonaal
verwante pootaardappelen, en

ii) verklaart het Agentschap besmet :

1° het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal, de zending en/of
de partij waarvan het monster is genomen, alsmede de machines, het
voertuig, de container, de opslagplaats of delen daarvan, en enig ander
voorwerp, inclusief de verpakkingen die in contact zijn geweest met het
in de lijst opgenomen plantaardig materiaal waarvan het monster werd
genomen;

2° indien van toepassing, het veld (de velden), de productie-eenheid
(-eenheden) voor beschutte teelt en de productieplaats(en) waar het in
de lijst opgenomen plantaardig materiaal werd geoogst en waarvan het
monster werd genomen;

3° en voor de tijdens de groei genomen monsters, het(de) veld(en), de
productieplaats(en) en, in voorkomend geval, de productie-eenheid
(-eenheden) voor beschutte teelt waar het monster werd genomen, en

iii) bepaalt het Agentschap, overeenkomstig het bepaalde in bijlage V,
punt 1, de omvang van de waarschijnlijke besmetting hetzij door
contact voor of na de oogst met besmet verklaarde elementen hetzij
door verbanden met deze doorheen het productie-, beregenings- of
bespuitingssysteem, hetzij door klonale verwantschap, en

iv) bakent het Agentschap een zone af op basis van de in ii) bedoelde
besmetverklaring, de in iii) bedoelde bepaling van de omvang van de
waarschijnlijke besmetting en de mogelijke verspreiding van het
organisme, overeenkomstig het bepaalde in bijlage V, punt 2, onder i);

b) voor teelten van andere dan de in 2) vermelde waardplanten en als
de productie van het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal is
geidentificeerd als vatbaar voor een risico :

i) stelt het Agentschap een onderzoek in overeenkomstig punt a), i),
en

ii) verklaart het Agentschap de waardplanten van het organisme,
waarvan het monster werd genomen, besmet, en

iii) bepaalt het Agentschap de omvang van de waarschijnlijke
besmetting en bakent het een zone af overeenkomstig respectievelijk
punt a), iii) en a) iv) ten aanzien van de productie van het in de lijst
opgenomen plantaardig materiaal;

c) voor oppervlaktewater (inclusief de vloeibare effluenten van
industriéle verwerkings- of verpakkingsbedrijven die in de lijst opge-
nomen plantaardig materiaal behandelen) en daarbij horende in het
wild groeiende waardplanten van de nachtschadefamilie en wanneer
de productie van het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal is
geidentificeerd als vatbaar voor een risico door hetzij beregening, hetzij
bespuiting of overstroming met oppervlaktewater :

i) stelt het Agentschap een onderzoek in met inbegrip van een
officieel onderzoek, op de daartoe geschikte tijdstippen, van monsters
van oppervlaktewater en van eventueel aanwezige in het wild
groeiende waardplanten van de nachtschadefamilie om de omvang van
de besmetting te bepalen, en

ii) verklaart het Agentschap, voor zover nodig en op grond van het in
punt i) bedoelde onderzoek, het oppervlaktewater waarvan het mon-
ster is of de monsters zijn genomen, besmet, en

iii) bepaalt het Agentschap de omvang van de waarschijnlijke
besmetting op basis van de in ii) bedoelde besmetverklaring en de
mogelijke verspreiding van het organisme, rekening houdend met het
bepaalde in bijlage V, punt 1 en punt 2, ii).

Voor de toepassing van a), b) en ¢) houdt het Agentschap rekening
met gefundeerde wetenschappelijke beginselen, de biologische kenmer-
ken van het organisme en de gebruikelijke bijzondere systemen voor de
productie, het in de handel brengen en de verwerking van de
waardplanten van het organisme.

§ 2. De Minister bakent de gebieden af op basis van de in paragraaf 1,
c), bedoelde bepaling van de omvang van de besmetting.

CHAPITRE 5. — Confirmation de la contamination

Art. 5. § 1°". Si les tests officiels ou officiellement controlés, effectués
en laboratoire selon la méthode pertinente décrite a I'annexe II, pour le
matériel végétal énuméré, ou, dans tous les autres cas, selon toute autre
méthode of%ciellement agréée, confirment la présence de l’organisme
dans un échantillon prélevé conformément au présent arrété :

a) s’agissant du matériel végétal énuméré, 1’Agence :

i) procéde a une enquéte afin de déterminer 1'étendue et la ou les
sources primaires de la contamination, conformément aux dispositions
de I'annexe IV et en effectuant des tests complémentaires conformé-
ment a l'article 4, § 1, sur, au moins, tous les stocks de plants de
pommes de terre liés par clonage, et

ii) déclare contaminés

1° le matériel végétal énuméré, ’envoi et/ou le lot d’ot1 I'échantillon
a été prélevé, ainsi que le matériel, le véhicule, le récipient, I'entrep6t ou
des parties de ceux-ci et tout autre objet, y compris les emballages qui
ont été en contact avec le matériel végétal énuméré d’ou1 'échantillon a
été prélevé;

2° le cas échéant, le(s) champ(s), unité(s) de production de cultures
protégées et lieu(x) de production ol1 le matériel végétal a été récolté et
d’ou I’échantillon a été prélevé;

3° et, pour les échantillons prélevés en cours de végétation, le(s)
champ(s), lieu(x) de production et, le cas échéant, unité(s) de produc-
tion de cultures protégées d’ou1 I'échantillon a été prélevé, et

iif) détermine, conformément aux dispositions de 'annexe V, point 1,
I'étendue de la contamination probable, soit par contact avant ou apres
la récolte avec des éléments déclarés contaminés, soit par des liens avec
ceux-ci au travers du systeme de production, d’irrigation ou de
pulvérisation, soit par une relation clonale, et

iv) délimite une zone sur la base de la déclaration de contamination
visée au ii), de la détermination de l’étendue de la contamination
probable visée au iii) et de la propagation possible de 1'organisme,
conformément aux dispositions de 'annexe V, point 2, sous i);

b) s’agissant des cultures de plantes hotes autres que celles mention-
nées au a) et lorsque la production du matériel végétal énuméré est
identifiée comme soumise a un risque, 1’Agence :

i) effectue une enquéte conformément au a), i), et

ii) déclare contaminées les plantes hotes de l'organisme d’out
I’échantillon a été prélevé, et

iif) détermine I'étendue de la contamination probable et délimite une
zone conformément aux a), iii) et a), iv), respectivement, en ce qui
concerne la production du matériel végétal énuméré;

c) s’agissant des eaux de surface (y compris les effluents liquides
d’entreprises de transformation industrielle ou de conditionnement
traitant du matériel végétal énuméré) et des plantes hotes sauvages
associées appartenant a la famille des solanacées, lorsque la production
du matériel végétal énuméré est identifiée comme soumise a un risque,
que ce soit par irrigation, par pulvérisation ou par submersion par les
eaux de surface, 1’Agence :

i) effectue une enquéte, y compris des recherches officielles a des
moments opportuns sur des échantillons d’eaux de surface et de
plantes hotes sauvages de la famille des solanacées éventuellement
présentes, afin d’établir I'étendue de la contamination, et

ii) déclare contaminées les eaux de surface d’ou le ou les échantillons
ont été prélevés, dans la mesure appropriée et sur la base de 1’enquéte
visée au i), et

iii) détermine 1’étendue de la contamination probable sur la base de
la déclaration de contamination visée au ii) et de la propagation
possible de l'organisme, en tenant compte des dispositions de
I’annexe V, point 1 et point 2, ii).

Pour l'application des a), b) et ¢), I’Agence tient compte de principes
scientifiques fondés, des caractéristiques biologiques de 'organisme et
des systemes particuliers de production, de commercialisation et de
transtormation des plantes hotes de 1'organisme en usage.

§ 2. Le Ministre délimite les zones sur la base de la détermination de
I'étendue de la contamination prévue au paragraphe 1%, ¢)
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§ 3. In aansluiting op de kennisgeving door een andere lidstaat,
overeenkomstig de bepalingen van artikel 5, lid 2, van de voornoemde
richtlijn 98/57/EG van de Raad van 20 juli 1998, van een besmetting
waarbij Belgié is betrokken gaat het Agentschap over tot een onder-
zoek, conform paragraaf 1, a) i) en, waar nodig, paragraaf 1, c) i) en
onderneemt het Agentschap elke gepaste bijkomende actie overeen-
komstig paragraaf 1.

HOOFDSTUK 6. — Bijzondere bestrijdingsmaatregelen

Art. 6. § 1. Het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal, dat
conform artikel 5, § 1, a), i), besmet is verklaard, mag niet worden
geplant en wordt onder toezicht van het Agentschap onderworpen aan
één van de in bijlage VI, punt 1, vermelde bepalingen, zodat vast komt
te staan dat er geen aanwijsbaar risico bestaat voor verspreiding van het
organisme.

§ 2. Het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal dat conform
artikel 5, § 1, a), iii), en c), iii) waarschijnlijk besmet is verklaard, met
inbegrip van het in de lijst opgenomen materiaal waarvoor een risico is
vastgesteld, dat is geproduceerd op productieplaatsen die waarschijn-
lijk besmet zijn verklaard conform artikel 5, § 1, a), iii), mag niet worden
geplant en wordt onder toezicht van het Agentschap gebruikt of
verwijderd op de in bijlage VI, punt 2, aangegeven adequate wijze
zodat vast komt te staan dat er geen aanwijsbaar risico bestaat voor
verspreiding van het organisme.

§ 3. Machines, voertuigen, recipiénten, opslagplaatsen of delen
daarvan, en elk ander voorwerp, met inbegrip van verpakkingen, die
conform artikel 5, § 1, a), ii), besmet zijn verklaard of die conform
artikel 5, § 1, punt a), iii), en ¢), iii), waarschijnlijk besmet zijn verklaard,
moeten volgens de in bijlage VI, punt 3, nader omschreven adequate
methoden worden vernietigd of ontsmet. Die voorwerpen worden na
ontsmetting niet langer als besmet beschouwd.

§ 4. Onverminderd de krachtens paragrafen 1, 2 en 3 genomen
maatregelen, worden in de overeenkomstig artikel 5, § 1, a), iv),
afgebakende zone diverse maatregelen toegepast, omschreven in
bijlage VI, punten 4.1 en 4.2. en in bijlage VIIL

§ 5. Onverminderd de krachtens paragrafen 1, 2 en 3 genomen
maatregelen worden de in bijlage VI, punt 4.2 en in bijlage VII nader
omschreven maatregelen toegepast in de conform artikel 5, § 2,
afgebakende zone.

§ 6. Om elk aanwijsbaar risico van verspreiding van het organisme te
voorkomen, gebeurt de verwijdering van afval met inachtneming van
de voorwaarden die zijn vastgelegd in bijlage VII bij de voornoemde
richtlijn 98/57/EG van de Raad van 20 juli 1998.

HOOFDSTUK 7. — Teeltmateriaal

Art. 7. § 1 Onverminderd hetgeen is bepaald in het koninklijk
besluit van 10 augustus 2005 moeten pootaardappelen in rechte lijn
afstammen van materiaal dat werd verkregen in het kader van een
officieel goedgekeurd programma en dat vrij van het organisme werd
verklaard in aansluiting op volgens de in bijlage II beschreven methode
officieel of onder officieel toezicht uitgevoerde tests.

§ 2. De in paragraaf 1 bedoelde tests worden uitgevoerd :

a) wanneer de vaststelling van het organisme werd bevestigd in de
Belgische pootaardappelproductie :

i) door middel van tests op de voorgaande generaties, met inbegrip
van de oorspronkelijke kloonselectie, en van systematische tests op de
klonen van basisaardappelpootgoed, of

i) wanneer de afwezigheid van klonale verwantschap werd aange-
toond door tests op al de klonen van basisaardappelpootgoed of de
voorgaande generaties, met inbegrip van de oorspronkelijke kloon-
selectie,

b) in de overige gevallen hetzij op elke plant van de oorspronkelijke
kloonselectie, hetzij op representatieve monsters van het basisaard-
appelpootgoed of van de voorgaande generaties.

HOOFDSTUK 8. — Aanvullende maatregelen
Art. 8. De Minister kan aanvullende of strengere maatregelen
vastleggen die vereist zijn om het organisme te bestrijden of om
verspreiding ervan te voorkomen, voor zover die maatregelen in

overeenstemming zijn met de bepalingen van het koninklijk besluit van
10 augustus 2005.

HOOFDSTUK 9. — Opheffingsbepalingen
Art. 9. § 1. Worden opgeheven :

a) het ministerieel besluit van 30 augustus 1999 betreffende de
bestrijding van Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

§ 3. A la suite de la notification par un autre Etat membre,
conformément aux dispositions de l'article 5, paragraphe 2, de la
Directive précitée 98/57/CE du Conseil du 20 juillet 1998, d'une
contamination visant la Belgique, 1’Agence procede a une enquéte
conformément au paragraphe 1°", a), i) et, s'il y a lieu, au paragraphe 1¢
, ), i) et méne toute action complémentaire appropriée conformément
au paragraphe 1.

CHAPITRE 6. — Mesures de lutte spécifiques

Art. 6. § 1°". Le matériel végétal énuméré déclaré contaminé confor-
mément a l'article 5, § 1%, a), ii), ne peut pas étre planté et est soumis,
sous le contrdle de I’Agence, a I'une des dispositions de 1’annexe VI,
point 1, de telle sorte qu’il soit établi qu’il n’existe aucun risque
identifiable de propagation de 'organisme.

§ 2. Le matériel végétal énuméré déclaré probablement contaminé
conformément a l'article 5 § 1, a), iii) et c), iii), comprenant le matériel
végétal énuméré pour lequel un risque a été identifié, produit sur les
lieux de production déclarés probablement contaminés conformément
a l'article 5, § 1%, a), iii), ne peut pas étre planté et est, sous le controle
de I"’Agence, utilisé ou éliminé de la maniere appropriée précisée a
I'annexe VI, }Doint 2, de telle sorte qu'il soit établi qu’il n’existe aucun
risque identifiable de propagation de 1’organisme.

§ 3. Le matériel, les véhicules, les récipients, les entrepdts ou des
parties de ceux-ci, et tout autre objet, y compris les emballages, déclarés
contaminés conformément a l'article 5, § 1%, a), ii), ou déclarés
probablement contaminés conformément a 'article 5, § 1°", a), iii) et c),
1ii), doivent étre détruits ou décontaminés selon des méthodes appro-
priées précisées a l'annexe VI, point 3. Apres décontamination, ces
objets ne sont plus considérés comme contaminés.

§ 4. Sans préjudice des mesures mises en ceuvre en application des
paragraphes 1°, 2 et 3, diverses mesures, définies a l'annexe VI,
points 4.1 et 4.2, et a I'annexe VII sont mises en ceuvre dans la zone
délimitée conformément a l'article 5, § 1¢7, a), iv).

§ 5. Sans préjudice des mesures mises en ceuvre en application des
paragraphes 1%, 2 et 3, les mesures, détaillées a 'annexe VI, point 4.2.
et a l'annexe VII, sont mises en ceuvre dans la zone délimitée
conformément a l'article 5, § 2 .

§ 6. Afin de prévenir tout risque identifiable de propagation de
I'organisme, 1’élimination des déchets respecte les conditions fixées
dans l'annexe VII de la Directive précitée 98/57/CE du Conseil du
20 juillet 1998.

CHAPITRE 7. — Matériel de reproduction

Art. 7. § 1°" Sans préjudice des dispositions de l'arrété royal du
10 aotit 2005, les plants de pommes de terre doivent provenir en ligne
directe de matériel qui a été obtenu dans le cadre d'un programme
officiellement approuvé et qui a été déclaré indemne de 1'organisme a la
suite de tests effectués officiellement ou sous contrdle officiel, selon la
méthode décrite a I’annexe II.

§ 2. Les tests visés au paragraphe 17 sont effectués :

a) lorsque la découverte de l'organisme a été confirmée dans la
production belge de plants de pommes de terre :

i) par des tests portant sur les générations antérieures, y compris la
sélection clonale initiale, et par des tests systématiques sur les clones de
pommes de plants de terre de base, ou

ii) lorsque 1’absence de relation clonale a été établie, par des tests sur
tous les clones de plants de pommes de terre de base ou sur les
générations antérieures, y compris la sélection clonale initiale,

b) dans les autres cas, soit sur chaque plante de la sélection clonale
initiale, soit sur des échantillons représentatifs des plants de pommes
de terre de base ou des générations antérieures.

CHAPITRE 8. — Mesures complémentaires

Art. 8. Le Ministre peut adopter des mesures complémentaires ou
plus rigoureuses requises pour la lutte contre l'organisme ou la
prévention de sa propagation, pour autant qu’elles respectent les
dispositions de l'arrété royal du 10 aott 2005.

CHAPITRE 9. — Dispositions abrogatoires

Art. 9. § 1°" . Sont abrogés :

a) l'arrété ministériel du 30 aott 1999 concernant la lutte contre
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
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b) artikelen 2 en 3 van het ministerieel besluit van 14 februari 2000 tot
vaststelling van maatregelen om te beletten dat Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al. zich verspreidt.

HOOFDSTUK 10. — Uitvoeringsbepaling

Art. 10. De minister die bevoegd is voor de Veiligheid van de
Voedselketen is belast met de uitvoering van dit besluit.

Gegeven te Brussel 26 januari 2014.
FILIP

Van Koningswege :

b) les articles 2 et 3 de l'arrété ministériel du 14 février 2000
déterminant des mesures afin d’éviter la propagation de Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

CHAPITRE 10 : — Disposition d’exécution

Art. 10. Le ministre qui a la Sécurité de la Chaine alimentaire dans
ses attributions est chargé de l'exécution du présent arrété.

Donné a Bruxelles le 26 janvier 2014.

PHILIPPE
Par le Roi :

De Minister van Landbouw,
Mevr. S. LARUELLE

La Ministre de 1’Agriculture,
Mme S. LARUELLE

Bijlage I
DEEL I. — Lijst van waardplanten van Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. als bedoeld in artikel 2

Planten (met inbegrip van knollen) van Solanum tuberosum L., Aardappel
met uitzondering van de eigenlijke zaden
Planten van Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw., Tomaat

met uitzondering van de zaden en de vruchten

DEEL II. — Onderzoeken

De officiéle onderzoeken als bedoeld in artikel 3, § 2, onder a), steunen op de biologische eigenschappen van het
organisme en op bijzondere specifieke productiesystemen en omvatten :

i) voor aardappelen :

a) op daartoe geschikte tijdstippen, een visuele inspectie van het gewas in de groeifase en/of een bemonstering van
pootaardappelen en andere aardappelen tijdens de groei of de opslag; die monsters ondergaan een officiéle of onder
officieel toezicht uitgevoerde visuele inspectie op doorgesneden knollen, en

b) voor pootaardappelen en, desgevallend, voor andere aardappelen, officiéle of onder officieel toezicht volgens de
in bijlage II beschreven methode uitgevoerde laboratoriumtests;

ii) voor tomaten :

a) een visuele inspectie, op daartoe geschikte tijdstippen, van ten minste het gewas in de groeifase van voor
herplanten voor professioneel gebruik bestemd plantgoed.

Gezien om te worden gevoegd bij ons besluit van 26 januari 2014 betreffende de bestrijding van bruinrot in
aardappelen (Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.)

FILIP

Van Koningswege :

De Minister van Landbouw
Mevr. S. LARUELLE

Bijlage II
Testsmethode voor de diagnose, detectie en identificatie van Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

OVERZICHT VAN DE TESTSMETHODE
Deze testsmethode beschrijft de verschillende procedures voor :
i) de diagnose van bruinrot in aardappelknollen en aardappel- en, tomatenplanten en enkele andere waardplanten;
ii) de detectie van Ralstonia solanacearum (R. solanacearum) in monsters van aardappelknollen, aardappel- en
tomatenplanten en andere waardplanten, water en grond;
iii) de identificatie van R. solanacearum.

ALGEMENE BEGINSELEN

In de aanhangsels worden geoptimaliseerde protocollen voor de verschillende methoden, gevalideerde reagentia,
en nadere bijzonderheden betreffende de bereiding van analyse- en controlemateriaal beschreven. Aanhangsel 1 bevat
een lijst van laboratoria die bij de optimalisering en validering van de protocollen zijn betrokken.

Aangezien de protocollen betrekking hebben op de detectie van een quarantaineorganisme en daarbij
levensvatbare culturen van R. solanacearum als controlemateriaal gebruikt worden, moeten de procedures onder
adequate quarantaineomstandigheden met de nodige faciliteiten voor afvalverwijdering worden uitgevoerd en moeten
de officiéle autoriteiten voor plantenquarantaine de vereiste vergunningen hebben verstrekt.

De testparameters moeten zodanig zijn dat R. solanacearum bij de drempelwaarden die voor de gekozen methoden
zijn vastgesteld op consistente en reproduceerbare wijze gedetecteerd wordt.

Het is essentieel dat de positieve controlemonsters zorgvuldig bereid worden.

Om de tests met de vereiste drempelwaarden te kunnen verrichten moet verder de apparatuur juist ingesteld, in
goede staat van onderhoud en geijkt zijn, moeten de reagentia zorgvuldig gehanteerd en bewaard worden en moeten
alle maatregelen worden genomen om kruisbesmetting tussen de monsters te voorkomen; zo moeten de positieve
controlemonsters gescheiden van de analysemonsters bewaard worden. Er moeten kwaliteitsbewakingsnormen
worden toegepast om administratieve en andere fouten te vermijden, met name bij de etikettering en documentatie.
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Een vermoede aanwezigheid als bedoeld in artikel 4, lid 2, van richtlijn 98/57/EG betekent dat een positieve
uitslag is verkregen bij een diagnostische of screeningstest op een monster zoals aangegeven in de stroomdiagrammen.
Een positieve eerste screeningstest (IF, PCR/FISH, selectieve isolatie) moet met een tweede, op andere biologische
principes gebaseerde screeningstest worden bevestigd.

Als de eerste screeningstest positief is, wordt besmetting met R. solanacearum vermoed en moet een tweede
screeningstest worden uitgevoerd. Is de tweede screeningstest ook positief, dan wordt het vermoeden bevestigd
(vermoede aanwezigheid) en moeten de tests volgens de testsmethode worden voortgezet. Als de tweede
screeningstest negatief is, wordt aangenomen dat het monster niet met R. solanacearum besmet is.

Onder bevestigde aanwezigheid als bedoeld in artikel 5, lid 1, van richtlijn 98/57/EG wordt verstaan dat een
reincultuur van R. solanacearum is geisoleerd en geidentificeerd en de pathogeniteit ervan bevestigd is.

DEEL I. — Toepassing van de testsmethode

1. Stroomdiagram voor de diagnose van bruinrot (R. solanacearum) in aardappelknollen en aardappel-, tomaten
en andere waardplanten met symptomen van bruinrot

De testprocedure is bedoeld voor aardappelknollen en -planten met symptomen die karakteristiek zijn voor
bruinrot of een vermoeden daarvan doen rijzen. Ze omvat een snelle screeningstest, isolatie van het pathogeen uit
geinfecteerd vaatweefsel op een (selectief) medium en, in geval van een positieve uitslag, identificatie van de cultuur
als R. solanacearum.

aardappelknollen of aardappel-, tomaten- of andere planten met symptomen die verdacht
2ijr vaar brisinmot (1)

e
SNELLE DIAGNOSTISCHE TESTS (%)
ten minste een van de volgende tests voor een
voorlopige diagnose:
<:~: — slijmdradentast (%)
— poly-p-hydroxybutyraattest (*)
— serumagglutinatietest (%)
— IF-test (%) / FISH-test {7} / ELISA-test (%) / PCR-

test (%)

L.

( ISOLATIETEST (') )
kolonies met karakteristieke marfolagia (1)

R. solanacearum niet gedetecteend
’- monster niet besmet mat
R. solanacearum
( reinkweken in subcultuur )
[ IDENTIFICATIETEST (%) PATHOGENITEITSTEST (™) ]

beide tests bevestigen dat de reincultuur
R. solanaceanum is

’ monster niet besmet met
R. solanacearum

monster besmet met R. solanacearum
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i)
)
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(%)
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(*)

De symptamen worden onder |11 beschrewven,

Snelle diagnostische tests zijn nuttig voor een vooriopige diagnose, maar zijn niet essentieel. Een negatieve vitslag is geen garantie dat
het pathogean niet aanwezig is,

De slijmdradentest wordt cnder VI_A.1 beschreven.

De poly-f-hydoxybutyraattest wordl onder WILA.2 beschreven,

Serumagglutinatietests op bacterieslijm of extract van weefsel met symiptomen worden onder VILA.3 beschreven.

De IF-fest op in water gesuspandesard bacterieslijm of extract van weefsel met symplomen wordt onder VI.AS beschraven.

De FISH-test op in water gesuspendeerd bactenaslijm of extract van weefsal met symplomen wordt onder WA T beschreven.

De ELISA-test op in water gezuspendeerd bacterieslijm of extract van weefsel met symptomen wordt onder VA8 beschreven.

De PCR-fest op in water gesuspendeerd bacteniesljm of extract van weefsel met symptomen wordt onder V1A 6 beschreven.

Meestal kan hat pathogeen door verdunnen an uitplaten makkelijk it plantenmateriaal met symptoman wonden geisoleard (11.3).

De karakieristieke koloniemorfologie wordt onder 11.3.d beschreven.

Fweken uit vergevorderde infectiestadia kan mislukken wegens concurrentie van of ovensoekenng door saprofytische bactenén. Als de

isclatistest negatief is maar de ziekteverschijnaelen karakteristiek zijn, moet de isolatie worden herhaald, bij voorkeur door selectiave
uitplating.

Met de tests onder W.B worden reinculturan die wermoedelijk uit R solanacearum bestaan batrouwbaar gefdenlificesrd. Subspecifiake
karakterisering is niet verplicht, maar voor nieuwe gevallan wal aanbevalan.

D pathogaendte itstest wordl onder V.G beschreven.

2. Stroomdiagram voor de detectie en identificatie van R. solanacearum in monsters van symptoomloze

aardappelknollen

Principe

Deze testprocedure is bedoeld voor het opsporen van latente infecties in aardappelknollen. Een positieve uitslag

bij ten minste twee, op verschillende biologische principes gebaseerde screeningstests (3) moet worden bevestigd door
isolatie van het pathogeen. In geval van isolatie van karakteristieke kolonies wordt de procedure vervolgd door
identificatie van een reincultuur als R. solanacearum. Een positieve uitslag bij slechts één van de screeningstests is niet
voldoende om het monster als verdacht aan te merken.

geresuspendeerde pel

Met de screenin%s— en isolatietests moet een detectiegrens worden gehaald van 103-104 cellen/ml van de
et die als positieve controle aan elke testreeks wordt toegevoegd.
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[ monster van aardappelknollen (') ]
1
( extractie en concenfratie van het pathogeen (%) J

SCREENINGSTESTS ()
IF-test (*) | selectieve isalatie (*) { PCR-test (%) / FISH-test (7)
facultatieve extra test: ELISA (%)

C eerste screeningstest (%) ]

negatief

R. solanacearum niet gedetecteerd
monster niet besmet met
R. solanacearum

R. solanacearum niet gedetecteerd
monster niet besmet met
R. solanacearum

[ selectieve isolatie (%) en/of bicassay (7) J
1

[ kolonies met karakleristieke morfologie (') ]

R. solanacearum niet gedetecteerd
monster niet besmet met
R. solanacearum

<>

[ reinkweken in subcultuur ]

( IDENTIFICATIETEST () PATHOGENITEITSTEST (") )

[ baide tests bevastigan dal de reincultuur ]

R. solanacearum is
monster niet besmet met
R. solanacearum

JA

B

[ monster besmet met R. solanacearvm ]
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]
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%)
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De standaardmonstergrootte Is 200 knollen, maar de procedure kan met kleinere monsters worden uilgevoerd als er geen 200 knollen
beschikbaar zijm.

De methoden voor de extractie en concentratie van het pathogeen worden ender 11,1, 1 beschreven.

Als tan minste twee, op verschillende biologische principes gebaseerde tests ean positieve uitslag geven, zijn isolalse en bevesiiging
wereisl. Er wordl eerst ten minste &én screeningstest uitpevoerd. Wanneer deze test negatief is, wordt hel monster als negatief
beschouwd, Als de testuitslag positief is, mosten een tweede en evenlugel nog verders screeningstests op basis van anders biclogische
principes worden verricht om de eerste positieve uitzlag e bevestigen. Indien de weede of andere tests negatief zijn, wordt het monster
als negatief beschouwd, In dat geval hoeven geen verdare tests te worden verricht

De IF-test wordt onder VI.A.5 beschreven.

Salectiove solate wordt onder V1A 4 baschreven.

De PCR-lests worden onder VILA B beschrewen.

De FISH-test wordt onder VAT beschreven.

De ELISA-lests worden onder VIA 8 beschreven.

De bioassay wordt onder V1LAD beschreven.

De karakieristieke kolonemoriologle wordt ander 11.3.d beschreven,

Kweken en bigassays kunnen mislukken wegens concurrentie van of remming door saprofytische bacterién, Als in screeningslests
een duidelijke positieve witslag is verkregen maar de isolatistests negatief zijn, moseten de solatistests herhaald worgen met dezelfde
pellet of door nog meer vaatwesafsel rond de navel van doorgesneden knollen van hetzelfde maonsier te nemen; 2o nodig mosten meer
mensters worden getest.

Met de tests onder W1.B worden reinculturen die vermoedelijk uit R. solanacearum bestaan betrouwb-aar geidentificeerd.

Do pathogeniteitstest wordl onder V1.C baschreven.

3. Stroomdiagram voor de detectie en identificatie van R. solanacearum in monsters van symptoomloze aardappel-,
tomaten- of andere waardplanten

[ monsier van stengeldelen () J
( exiractie en concentratie van het pathogeen (<) )
SCREENINGSTESTS (%)

selectieve isolatie (*) / IF-test (%) / PCR-test (%) / FISH-test (7)
facultatieve extra test: ELISA {7}, bioassay (¥)

morfologie (™) na isolatie

-

[ kolonies met karakieristieke alls ultgevosrds teets Mg“ﬂ'a

|
R. solanacearum niel gedetectesard
* MEE ("} monster niet besmet met

R. solanacearum

[ reinkweken in subcultuur )

[ IDENTIFICATIETEST (%) PATHOGEMITEITSTEST (™) ]

beide tesis bevestigen dat de
reincultuur B. solanacearumn is

R. solanacearum

0
!

monster niet besmet met ]

monster besmet met
R. solanacearum
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Zie onder 12,1 voor aanbevalen monstergrootien.

De methoden voor de extractie en concentratie van het pathogeen worden onder 12,1 beschraven.

Als tan minste twee, op verschillends biclogische principes gebaseearde tesls ean posilieve uilslag geven, zijn isalatie en bevesltiging
waraist. Er wordt ten minste één screeningstest vitgevoard. Wanneer deze test negatief is, wordt het monster als negatief beschouwd.
Als de tesluitslag positief is, moeten een tweede en evantueal nog verdere screeningsiests op basis van andere biologische principes
worden verrichl om de eersle posieve uitslag te bevestigen, Indien de tweede of anders lesls negaliel zijn, wordl hel monster als

negatiel beschouwd. In dat geval hoaven geen verdene tests te worden verrichi,
Selectieve isolatie wordt onder VI.A 4 beschreven

De IF-test wordt ondear VI1.A.5 baschreven.

De PCR-feets worden ondes V1A B baschreven,

De FISH-test wordl onder WILA. T beschreven,

De ELISA-tests worden onder VI_A & beschreven,

De bioassay wordt cnder VI1L.A9 baschreaven.

(™) De karakierstieke koloniemarfologie wardt onder 11.3.d beschreven,

t“]

Kweken en bicassays kunnen mislukken wegens concurrentie van of remming door saprofyische bacterién. Als in screeningstests sen

positieve vilslag is verkregen maar de isolafietests negatief zijn, moeten de isclatietests worden herhaald

" Met de tests onder W1.B worden reinculturen die vermoedelik uit R, solsnscearum besiaan betrovwbaar geidentificesrd.
(™ De pathogenileilstes! wordt onder VI.C beschreven.

DEEL II. — Gedetailleerde beschrijving van de methoden voor de detectie van R. solanacearum
in aardappelknollen en aardappel-, tomaten- en andere waardplanten met symptomen van bruinrot

1. Symptomen
1.1. Symptomen bij aardappel

Aardappelplant. Het eerste infectiestadium uit zich in bladverwelking nabij de top van de plant bij hoge
temperaturen overdag met herstel’s nachts. Aanvankelijk blijven de bladeren groen, later vergelen ze en treedt bruine
necrose op. Ook komt epinastie voor. De verwelking van scheuten of hele planten is al snel onomkeerbaar; de plant zakt
ineen en sterft. Het vaatweefsel in dwars doorgesneden stengels van verwelkte planten ziet er doorgaans bruin uit en
uit het snijvlak komt een melkachtig bacterieslijm (spontaan of als de stengel wordt dichtgeknepen). Wanneer een
doorgesneden stengel verticaal in water wordt gezet, komen er slijmdraden uit de vaatbundels.

Aardappelknol. De aardappelknollen moeten dicht bij het naveleinde (stoloon) dwars of over de stoloon overlangs
doorgesneden worden. Het eerste infectiestadium uit zich in een glazige gele tot lichtbruine verkleuring van de
vaatbundelring, waaruit na enkele minuten spontaan roomkleurig bacterieslijm komt. Later wordt de vaatverkleuring
duidelijker bruin en kan de necrose zich tot in het parenchym uitstrekken. In gevorderde stadia komt uit de navel en
de ogen bacterieslijm waaraan bodemdeeltjes blijven hangen. Op de schil kunnen door instorting van onderliggend
vaatweefsel roodbruine, iets verzonken laesies verschijnen. In gevorderde stadia van de ziekte komt secundair vaak
zacht bacterieel of schimmelrot voor.

1.2. Symptomen bij tomaat

Tomatenplant. Het eerste zichtbare symptoom is dat de jongste bladeren er slap bijhangen. In voor het pathogeen
gunstige omstandigheden (bodemtemperatuur ongeveer 25 °C, 100 % luchtvochtigheid) volgen na enkele dagen
epinastie en eenzijdige of totale verwelking van de plant, waarna deze volledig inzakt. In minder gunstige
omstandigheden (bodemtemperatuur lager dan 21 °C) treedt minder verwelking op, maar kunnen zich aan de stengel
grote aantallen bijwortels ontwikkelen. Vanaf de voet van de stengel verschijnen met water verzadigde ribbels, wat
wijst op necrose in het vaatstelsel. Als de stengel dwars wordt doorgesneden, komt er wit of gelig bacterieslijm uit het
bruin verkleurde vaatweefsel

1.3. Symptomen bij andere waardplanten

Solanum dulcamara (bitterzoet) en S. nigrum (zwarte nachtschade) — In het wild wordt verwelking bij deze
onkruidplanten zelden waargenomen, tenzij bij bodemtemperaturen van meer dan 25 °C of extreem hoge
inoculumniveaus (bijvoorbeeld wanneer S. nigrum vlak naast zieke aardappel- of tomatenplanten groeit). Als
verwelking wel optreedt, zijn de symptomen dezelfde als bij tomaat. Niet-verwelkende S. dulcamara die met wortel en
stengel in water staat kan op een dwarse doorsnede van de onderste of onder water gelegen stengeldelen een
lichtbruine verkleuring van het vaatweefsel vertonen. Bacterieslijm of -slijmdraden kunnen uit het vaatweefsel komen
als een doorgesneden stengel verticaal in water wordt gezet, ook als er geen verwelkingssymptomen zijn.

2. Snelle screeningstests

Snelle screeningstests zijn nuttig voor een voorlopige diagnose, maar niet essentieel. Voer een of meer van de
onderstaande gevalideerde tests uit.

2.1. Slijmdradentest
(Zie VLA1)
2.2. Detectie van poly-B-hydroxybutyraatkorrels (PHB-korrels)

Kleur thermisch gefixeerde uitstrijkjes bacterieslijm uit geinfecteerd weefsel op een objectglaasje met nijlblauw A
of soedanzwart om de karakteristiecke PHB-korrels in de cellen van R. solanacearum te zien (VI.A.2).

2.3. Serumagglutinatietests
(Zie VI.A3)
2.4. Andere tests

Andere geschikte snelle screeningstests zijn onder meer de IF-test (VI.A.5), FISH-test (VI.A.7), ELISA-tests (VI.A.8)
en PCR-tests (VI.A.6).

3. Isolatieprocedure

a) Neem wat slijm of verkleurd vaatweefsel uit de aardappelknol of uit de stengel van de verwelkte aardappel-,
tomaten- of andere waardplant. Suspendeer dit in een klein volume steriel gedestilleerd water of steriele fosfaatbuffer
50 mM (aanhangsel 4) en laat 5-10 minuten staan.

b) Maak een reeks decimale verdunningen van de suspensie.
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¢) Breng 50-100 pl van de suspensie en verdunningen over op een algemeen medium (NA, YPGA of SPA;
aanhangsel 2) en/of op Kelman's tetrazoliummedium (aanhangsel 2) of een ander gevalideerd selectief medium (zoals
SMSA; aanhangsel 2). Gebruik daarvoor een geschikte techniek. Plaat als positieve controle eventueel ook een
verdunde celsuspensie van R. solanacearum biovar 2 uit.

d) Incubeer de platen 2-6 dagen bij 28 °C.

- Op een algemeen medium vormen virulente isolaten van R. solanacearum parelwitte, platte, onregelmatige en
uitvloeiende kolonies, vaak met kenmerkende slierten in het midden. Avirulente isolaten vormen kleine, ronde,
niet-uitvloeiende, volledig roomkleurige, botervette kolonies.

- Op Kelman'’s tetrazolium en SMSA zijn de slierten bloedrood. Avirulente isolaten van R. solanacearum vormen
kleine, ronde, niet-uitvloeiende, volledig dieprode, botervette kolonies.

4. Identificatietests voor R. solanacearum

Onder VI. B worden tests beschreven om de identificatie van vermoedelijke isolaten van R. solanacearum te
bevestigen.

DEEL III

1. Methoden voor de detectie en identificatie van R. solanacearum in monsters van symptoomloze
aardappelknollen

1.1. Bereiding van de monsters

Opmerkingen

- De standaardmonstergrootte is 200 knollen per test. Intensievere bemonstering houdt in dat er meer tests op
monsters van deze grootte worden genomen. Wanneer een groter aantal knollen per monster wordt genomen, treedt

remming op of zijn de resultaten moeilijk te interpreteren. De procedure is echter ook goed toepasbaar voor monsters
van minder dan 200 knollen, wanneer er niet zoveel beschikbaar zijn.

- De hierna beschreven detectiemethoden zijn gevalideerd met monsters van 200 knollen.

- Het hierna beschreven aardappelextract kan ook worden gebruikt voor de detectie van de aardappelringrot-
bacterie, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Facultatieve behandeling voér de bereiding van het monster :

a) Incubeer de monsters vooraf maximaal twee weken voor de test bij 25-30 °C, zodat eventueel aanwezige R.
solanacearum zich vermenigvuldigt.

b) Was de knollen. Gebruik geschikte ontsmettingsmiddelen (als een PCR-test uitgevoerd wordt, chloorverbin-
dingen om eventueel aanwezig pathogeen-DNA te verwijderen) en reinigingsmiddelen na elk monster. Laat de knollen
aan de lucht drogen. Deze wasprocedure is vooral nuttig, maar niet verplicht, voor monsters met veel aanhangende
grond en als een PCR-test of directe isolatie moet worden uitgevoerd.

1.1.1. Verwijder met een schoon, ontsmet scalpel of aardappelschilmes de schil aan het naveleinde (stoloon) van
elke knol, zodat het vaatweefsel zichtbaar wordt. Snij voorzichtig een kleine kegelvormige kern vaatweefsel uit het
naveleinde van elke knol en zorg er daarbij voor dat deze zo weinig mogelijk niet-vaatweefsel bevat.

NB : Houd (rottende) knollen met verdachte symptomen van bruinrot apart en test die afzonderlijk

Als bij het uitsnijden van het naveleindstukje voor bruinrot verdachte symptomen worden waargenomen, moet de
knol visueel worden onderzocht en bij de navel worden doorgesneden. Doorgesneden knollen met vermoedelijke
symptomen moeten ten minste twee dagen bij kamertemperatuur worden bewaard om verkurking te laten optreden
en vervolgens gekoeld (bij 4-10 °C) onder de juiste quarantaineomstandigheden worden opgeslagen. Alle knollen, ook
die met verdachte symptomen, moeten overeenkomstig bijlage III worden bewaard.

1.1.2. Verzamel de naveleindstukjes in ongebruikte afsluitbare of verzegelbare wegwerpcontainers (als de
containers wel opnieuw gebruikt worden, moeten ze grondig worden gereinigd en met chloorverbindingen worden
ontsmet). De naveleindstukjes worden bij voorkeur direct verwerkt. Is dat niet mogelijk, dan moeten ze zonder
toevoeging van buffer in de container worden bewaard; gekoeld mogen ze hooguit 72 uur worden bewaard, bij
kamertemperatuur hooguit 24 uur.

Verwerk de naveleindstukjes volgens een van onderstaande procedures :

a) overgiet de stukjes met voldoende (ongeveer 40 ml) extractiebuffer (aanhangsel 4) en schud 4 uur (bij minder
dan 24°C) of 16-24 uur (gekoeld) in een rondschudapparaat (50-100 rpm),

of

b) homogeniseer de stukjes met voldoende (ongeveer 40 ml) extractiebuffer (aanhangsel 4) in een blender (bv.
Waring of Ultra Thurax) of door ze fijn te maken in een afgesloten wegwerpbaar maceratiezakje (bv. Stomacher of
Bioreba sterk polytheen, 150 x 250 mm, met straling gesteriliseerd) met een rubberen hamer of geschikte
maalapparatuur (bv. Homex).

NB : Bij gebruik van een blender is er een groot risico op kruisbesmetting tussen de monsters. Neem maatregelen
om aérosolvorming en morsen tijdens de extractie te vermijden. Voor elk monster moeten pas gesteriliseerde
blendermessen en vaten gebruikt worden. Als de PCR-test wordt gedaan, moet worden vermeden dat er DNA in de
containers of maalapparatuur achterblijft. Aanbevolen wordt om voor de PCR-test het materiaal in wegwerpzakjes fijn
te maken en wegwerpbuisjes te gebruiken

1.1.3. Schenk de bovenstaande vloeistof af. Als de vloeistof erg troebel is, kan dit worden verholpen door
centrifugeren bij laag toerental (maximaal 180 g, 10 minuten, 4-10 °C) of vacutimfiltratie (40-100 pm) waarbij het filter
met ongeveer 10 ml extractiebuffer wordt nagespoeld.

1.1.4. Concentreer de bacteriefractie door 15 minuten centrifugeren bij 7 000 g (of 10 minuten bij 10 000 g) bij
4-10 °C. Verwijder de bovenstaande vloeistof zonder de pellet te verstoren.

1.1.5. Resuspendeer de pellet in 1,5 ml pelletbuffer (aanhangsel 4). Gebruik 500 ul voor de test op R. solanacearum,
500 ul voor die op Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus en 500 ul voor referentiedoeleinden. Voeg aan het
referentiealiquot van 500 pl en aan het niet-gebruikte analysealiquot steriele glycerol toe tot een eindconcentratie van
10-25 % (V/V), vortex en bewaar tussen — 16 en — 24 °C (enkele weken) of — 68 en — 86 °C (enkele maanden). Bewaar
de analysealiquots tijdens de test bij 4-10 °C.

Herhaald invriezen en ontdooien wordt niet aangeraden.
Als het extract moet worden vervoerd, moet het binnen 24 a 48 uur in een koelbox worden afgeleverd.

1.1.6. Alle positieve R. solanacearum-controles en -monsters moeten gescheiden behandeld worden om contaminatie
te voorkomen. Dit geldt voor de IF-glaasjes en voor alle tests.
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1.2. Testmethode

Zie de stroomdiagrammen en beschrijvingen van de tests en de geoptimaliseerde protocollen in de aanhangsels :
selectieve isolatie (VI.A.4);

IF-test (VL.A.5);

PCR-tests (VI.A.6);

FISH-test (VL.A.7);

ELISA-tests (VI.A.8);

bioassay (VI.A.9).

2. Methoden voor de detectie en identificatie van R. solanacearum in monsters van symptoomloze aardappel-,
tomaten- en andere waardplanten

2.1. Bereiding van de monsters

NB : Voor de detectie van latente R. solanacearum-populaties wordt aangeraden samengestelde monsters te testen.
De methode is goed bruikbaar voor samengestelde monsters van maximaal 200 stengeldelen. Surveyonderzoeken
moeten gebaseerd zijn op een statistisch representatieve steekproef van de onderzochte plantenpopulatie.

2.1.1. Doe stengeldelen van 1-2 cm in een gesloten steriele container overeenkomstig de onderstaande
bemonsteringsprocedures.

Zaailingen van tomatenplanten : Snij met een schoon, ontsmet mes een stuk van 1 cm van het onderste deel van elke
stengel, vlak boven het bodemniveau.

Kas- of vollegrondtomatenplanten : Snij met een schoon, ontsmet mes de onderste zijscheut van elke plant zo dicht
mogelijk bij de hoofdstengel af. Neem de onderste 1 cm van elke zijscheut.

Andere planten : Snij met een schoon, ontsmet mes of dito snoeischaar een stuk van 1 cm van het onderste deel van
de stengel af, vlak boven het bodemniveau. Snij van S. dulcamara of andere in water groeiende planten een stuk van 1-2
cm van het deel van de stengel onder water of de stoloon met waterwortels.

Test bij het bemonsteren van een bepaalde plaats bij voorkeur een statistisch representatieve steekproef van ten minste tien
planten per bemonsteringspunt van elke mogelijke onkruidwaard. Het pathogeen is het beste te detecteren laat in het voorjaar, in
de zomer en in de herfst, al kan natuurlijke infectie in overblijvend bitterzoet (S. dulcamara) in waterlopen het hele jaar worden
gedetecteerd. Het organisme komt onder meer voor in aardappelopslag, S. dulcamara, S. nigrum, Datura stramonium en
andere planten van de nachtschadefamilie, en daarnaast in Pelargonium spp. en Portulaca oleracea. R. solanacearum biovar
2/ras 3 kan in specifieke omstandigheden voorkomen in de wortel of rizosfeer van Europese onkruidsoorten als
Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium

album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp., Rumex spp., Silene alba, S.
nutans, Tussilago farfara en Urtica dioica.

NB : In dit stadium kan het visuele onderzoek naar inwendige symptomen (vaatverkleuring of bacterieslijm)
plaatsvinden. Bewaar en test stengeldelen met symptomen afzonderlijk (zie deel II).

2.1.2. Ontsmet de stengeldelen kort met ethanol 70 % en dep ze direct droog met tissuepapier. Verwerk de stengeldelen daarna
volgens een van de volgende procedures :

a) overgiet de stengeldelen met voldoende (ongeveer 40 ml) extractiebuffer (aanhangsel 4) en schud gedurende 4
uur (bij minder dan 24 °C) dan wel 16-24 uur (indien gekoeld) in een rondschudapparaat (50-100 rpm), of

b) verwerk de stengeldelen onmiddellijk door ze fijn te maken in een sterk maceratiezakje (bv. Stomacher of
Bioreba) met voldoende extractiebuffer (aanhangsel 4) met een rubberen hamer of geschikte maalapparatuur (bv.
Homex). Is dit niet mogelijk, dan kunnen ze gekoeld hooguit 72 uur worden bewaard en bij kamertemperatuur hooguit
24 uur.

2.1.3. Laat 15 minuten bezinken en schenk de bovenstaande vloeistof af.

2.1.4. Het is doorgaans niet nodig het extract verder te zuiveren of de bacteriefractie te concentreren; desgewenst
kan dit worden gedaan door filtratie en/of centrifugering zoals beschreven onder II.1.1.3 tot 1.1.5.

2.1.5. Verdeel het oorspronkelijke of geconcentreerde monsterextract in twee gelijke delen. Houd de ene helft
gedurende de test op 4-10 °C en bewaar de andere helft na toevoeging van 10-25 % (V/V) steriele glycerol tussen — 16
en — 24 °C (enkele weken) of — 68 en — 86 °C (enkele maanden) voor het geval verder test nodig is.

2.2. Testmethode

Zie de stroomdiagrammen en beschrijvingen van de tests en de geoptimaliseerde protocollen in de aanhangsels :
selectieve isolatie (VI.A.4);

IF-test (VI.A.5);

PCR-tests (VI.A.6);

FISH-test (VI.A.7);

ELISA-tests (VI.A.8);

bioassay (VI.A.9).
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DEEL IV
1. Stroomdiagram voor de detectie en identificatie van R. solanacearum in water

( walarmonster (") )

( concentratie van het pathogeen (%) J

SCREEMINGSTEST
selectiove isolatie (%)
facultatieve extra tests: bioassay (%) / ophoping+PCR (%) { ophoping+ELISA (%)

kolonies met karakterstieke
marfologie (7) na isolatia

R. solanacearum niet gedetecteerd
< > monster niet besmet met
JA

R. solanacearum

[ reinkweken in subcultuur )

IDENTIFICATIETEST (7) PATHOGENITEITSTEST (") ]

beide tests bevestigen dat de
reincultuur . solanacearum is

maonstar niet besmat moet
R. solanacearum
JA

monster besmet met
R. solanacearum

Zie onder V2.1 voor de aanbevolen bemonsterngsprocedures,

De methoden voor de concentratie van het pathogeen worden onder IV.2.1 beschreven, Concentratie doet niet alleen de pathogene,
maar cak de concurrerende saprofytische bacterepopulaties toenemen en ig allzen aan te raden als 7e de isolatietest niet hindert.
Selectieve isolate wordt onder VI.A.4 beschreven.

De bioassay wordt onder V149 beschraven.

Ophoping+PCR wordt beschreven onder V1A 4.2 en VILAG,

Orphoping+ELISA wordl baschraven onder VI9.A4_2 en VLAS.

De karakieristleke kolonlemorfologle wordt onder [1.3.d beschreven,

Kweken kan mislukken wegens concurrentie van of remming door saprofylische bacterign, Als vermoed wordt dat grote saprofytische

populaties de betrouwbaarheid van de isolalie reduceren, worden de isolatietests herhaald na verdunning van het monster in steriel
water.

Met de tests onder W1.B worden reinculturen die vermoadelik uit R. solanacearum besiaan betrovwbaar geidentificesrd.
Do pathogeniteitstest wordt onder V.G beschraven.
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2. Methoden voor de detectie en identificatie van R. solanacearum in water
Principe

Met de gevalideerde detectiemethode in dit deel kan het pathogeen worden gedetecteerd in oppervlaktewater-
monsters en monsters van afvalwater van aardappelverwerkingsinstallaties of riooleffluent. De verwachte detectiege-
voeligheid hangt echter af van het substraat. De gevoeligheid van de isolatietest hangt af van de populatie
concurrerende saprofytische bacterién, die doorgaans veel groter is in aardappelverwerkingsafvalwater of effluent dan
in oppervlaktewater. Met de onderstaande methode kan in oppervlaktewater een concentratie van 103 cellen per liter
nog worden gedetecteerd, maar voor afvalwater ligt de gevoeligheid waarschijnlijk aanzienlijk lager. Daarom wordt
afvalwater het beste getest na een eventuele zuivering (bv. sedimentatie, filtratie;, waardoor de populatie saprofytische
bacterién wordt gereduceerd. Bij de beoordeling van de betrouwbaarheid van negatieve uitslagen moet rekening
worden gehouden met de gevoeligheid van de testmethode. Deze methode is met succes toegepast bij onderzoek naar
de aan- of afwezigheid van het pathogeen in oppervlaktewater, maar heeft haar beperkingen bij vergelijkbaar
onderzoek op aardappelverwerkingsafvalwater of riooleffluent.

2.1. Bereiding van de monsters
Opmerkingen

- In oppervlaktewater is R. solanacearum het beste te detecteren laat in het voorjaar, in de zomer en in de herfst, bij
een watertemperatuur van meer dan 15 °C.

- Herhaalde bemonstering van dezelfde plaatsen op verschillende tijdstippen in die periode reduceert de
weersinvloed en verhoogt daardoor de betrouwbaarheid van de detectie.

- Zware regenval en de geografie van de waterloop kunnen leiden tot een grote verdunning die de aanwezigheid
van het pathogeen kan maskeren.

- Bemonster oppervlaktewater in de buurt van waardplanten (indien aanwezig).

2.1.1. Neem op de bemonsteringsplaatsen in steriele wegwerpbuizen of -flessen watermonsters op een diepte van
meer dan 30 cm (indien mogelijk) en binnen 2 m van de oever. Neem afvalwater- of effluentmonsters bij het
lozingspunt. Neem bij voorkeur monsters van maximaal 500 ml per bemonsteringspunt. Als kleinere monsters worden
genomen, worden op elke bemonsteringsplaats bij voorkeur op ten minste drie verschillende tijdstippen telkens twee
submonsters in duplo van ten minste 30 ml genomen. Kies voor intensief onderzoek ten minste drie bemonsterings-
plaatsen per 3 km waterloop en bemonster ook de zijwaterlopen.

2.1.2. Vervoer de monsters koel (4-10 °C) en in het donker en test ze binnen 24 uur.
2.1.3. Concentreer de bacteriefractie indien nodig op een van de volgende manieren :

a) centrifugeer submonsters van 30-50 ml 10 minuten bij 10 000 g (of 15 minuten bij 7 000 g), bij voorkeur bij
4-10 °C. Giet de bovenstaande vloeistof af. Resuspendeer de pellet in T ml pelletbuffer (aanhangsel 4);

b) filtreer de suspensie door een membraan (minimale maasgrootte 0,45 pm). Was het filter met 5-10 ml pelletbuffer
en bewaar de wasvloeistof. Deze werkwijze is geschikt voor grotere volumes water met weinig saprofyten.

Monsters van aardappelverwerkingsafvalwater of effluent worden doorgaans beter niet geconcentreerd, omdat te
grote populaties concurrerende saprofytische bacterién de detectie van R. solanacearum hinderen.

2.2. Testmethode

Zie de stroomdiagrammen en beschrijvingen van de tests in de aanhangsels.
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DEEL V

1. Stroomdiagram voor de detectie en identificatie van R. solanacearum in grond

( grondmonster (7) )

( extractie van het pathogeen )

SCREENINGSTEST
selectieve isolatie ()
facultatieve extra test: ophoping*PCR (*) / binassay (*)

[ kalanies mel karakleristieke

morfologie (*) na isolatie alle vitgevoerde tests negatlaﬂ

|
R. solanacearum niet gedetecteerd
> NEE (%) monster niet besmet met

R. solanacearum

JA

( reinkweaken in subculbuur )

IDENTIFICATIETEST () )—< >—( PATHOGENITEITSTEST (%) J

i)
"
&
i)
i)
()

(")

beide tests bevestigen dat de
reincultuur R. solanacearum is

monster niet besmet meat
R. solanacearum

JA

monster besmet met
R. solanacearum

Zie V.21 voor de aanbevolen bemansterimgsprocedures.

Selectieve isolatie wordt onder V1.A.4 beschreven

Ophoping+PCR wordt baschreven onder V1A 4.2 en VI.AG.

D bicassay wordl cnder VI1L.A9 baschraven.

De karakieristieke kolondemorfologie wordt ander 11, 3.d beschreven,

Kweken kan mislukken wegens concurrentie van of remming door saprofytische bacterién. Als vermosd wordt dat grote saprofytische
populaties de betrowwbaarheid van de isolatie reduceren, worden de isolatietests herhaald na verdere verdunning van het monsier.
Met de tests onder W1.B worden reinculturen die vermoedalik uit R, solsnscearum besiaan betrovwbaar geidantificesrd.

D pathogendteitstest wordl onder V1.C beschraven.
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2. Methoden voor de detectie en identificatie van R. solanacearum in grond

Principe

Met de gevalideerde detectiemethode in dit deel kan het pathogeen worden gedetecteerd in bodemmonsters en
monsters van vast aardappelverwerkingsafval of rioolslib. Ze is echter niet gevoeli gbenoeg om detectie van lage
concentraties of onregelmatig verspreide populaties van R. solanacearum in natuurlijk besmette monsters van deze
substraten te waarborgen.

Houd bij de beoordeling van de betrouwbaarheid van negatieve uitslagen en bij onderzoek naar de aan- of
afwezigheid van het pathogeen in bodems of slib rekening met de gevoeligheid van de testmethode. De betrouwbaarste
manier om na te gaan of het pathogeen in een bodem aanwezig is, is een vatbare waardplant te planten en op infectie
te controleren, maar ook met die methode kunnen lage besmettingsniveaus niet altijd worden gedetecteerd.

2.1. Bereiding van de monsters

2.1.1. Neem bodemmonsters volgens de standaardprincipes voor bemonstering bij nematodenonderzoek.
Verzamel 0,5- 1 kg grond per monster op 60 plaatsen per 0,3 ha (in een raster van 7 x 7 m) op een diepte van 10-20 cm.
Gebruik 120 bemonsteringspunten per 0,3 ha als aanwezigheid van het pathogeen wordt vermoed. Bewaar de monsters
bij 12-15 °C. Bemonster aardappelverwerkings- en rioolslib door in totaal 1 kg slib te verzamelen dat representatief is
voor het hele te testen volume. Meng elk monster grondig voor het testen.

2.1.2. Dispergeer submonsters van 10-25 g grond of slib in 60-150 ml extractiebuffer (aanhangsel 4) op een
rondschudapparaat (250 rpm, maximaal 2 uur). Voeg zo nodig steriele 0,02 % Tween 20 en 10-20 g steriele kiezel toe
voor een betere dispersie.

2.1.3. Bewaar de suspensie tijdens het testen bij 4 °C.
2.2. Testmethode
Zie de stroomdiagrammen en beschrijvingen van de tests in de aanhangsels.
DEEL VI. — Geoptimaliseerde protocollen voor de detectie en identificatie van R. solanacearum
A. Diagnose en detectie
1. Slijmdradentest

De volgende eenvoudige oriénterende test geeft aan of R. solanacearum aanwezig is in stengels van verwelkende
aardappel-, tomaten- of andere planten. Snij de stengel vlak boven het bodemniveau af. Dompel het snijvlak in een buis
schoon water. Kijk of er na enkele minuten spontaan bacterieslijmdraden uit de doorgesneden vaatbundels komen.

2. Detectie van poly-B-hydroxybutyraatkorrels

1. Maak op een objectglaasje een uitstrijkje van bacterieslijm uit geinfecteerd weefsel of uit een 48 uur oude kweek
op YPGA- of SPA-medium (aanhangsel 2).

2. Maak uitstrijkjes van een biovar 2-stam van R. solanacearum als positieve controle en eventueel van een bekende
PHB-negatieve soort als negatieve controle.

3. Laat aan de lucht drogen en haal elk glaasje door de vlam om de uitstrijkjes te fixeren.

4. Kleur de preparaten met nijlblauw of soedanzwart en bekijk ze onder de microscoop volgens de onderstaande
procedure.

Nijlblauwkleuring

a) Overgiet elk glaasje met een 1 % oplossing van nijlblauw A in water. Incubeer 10 minuten bij 55 °C.

b) Laat de kleuroplossing weglopen. Spoel even in rustig stromend kraanwater. Verwijder overtollig water met
tissuepapier.

¢) Overgiet met azijnzuur 8 % en incubeer 1 minuut bij kamertemperatuur.

d) Spoel even in rustig stromend kraanwater. Verwijder overtollig water met tissuepapier.

e) Herbevochtig met een druppel water en breng een dekglaasje aan.

f) Bekijk het preparaat met een epifluorescentiemicroscoop (450 nm, olie-immersie, 600-1 000 x).

¢) Kijk of er een helderoranje fluorescentie van PHB-korrels te zien is. Controleer onder doorvallend natuurlijk licht
of de korrels zich wel degelijk in de cellen bevinden en de celmorfologie karakteristiek is voor R.solanacearum.

Soedanzwartkleuring

a) Overgiet elk glaasje met een 0,3 % oplossing van sudanzwart B in ethanol 70 %. Incubeer 10 minuten bij
kamertemperatuur.

b) Laat de kleuroplossing weglopen. Spoel even met kraanwater. Verwijder overtollig water met tissuepapier.

¢) Dompel even in xyleen en dep droog op tissuepapier. Let op! Xyleen is gevaarlijk. Neem de nodige voorzorgen en werk
in een zuurkast.

d) Overgiet met waterige safranineoplossing 0,5 % (m/V) en laat 10 seconden bij kamertemperatuur inwerken. Let
op! Safranine is gevaarlijk. Neem de nodige voorzorgen en werk in een zuurkast.

e) Spoel in rustig stromend kraanwater. Dep droog op tissuepapier. Breng een dekglaasje aan.

f) Bekijk het preparaat met een lichtmicroscoop onder doorvallend licht (olie-immersie, 1 000 x).
8) Kijk of er blauwzwarte PHB-korrels te zien zijn in R. solanacearum-cellen met roze celwanden.
3. Serumagglutinatietests

Agglutinatie van R. solanacearum-cellen in bacterieslijm of weefselextract van planten met symptomen is het beste
waar te nemen met gevalideerde antilichamen (aanhangsel 3) die met kleur zijn gelabeld, bv. met rode Staphylococcus
aureus of gekleurde latexdeeltjes. Volg bij gebruik van in de handel verkrijgbare kits (aanhangsel 3) de instructies van
de fabrikant en anders de volgende procedure :

a) Meng ongeveer 5 pl van een suspensie van gelabeld antilichaam met ongeveer 5 ul bacterieslijm op venstertjes
van een objectglaasje met meerdere venstertjes.

b) Maak positieve en negatieve controles met suspensies van R. solanacearum biovar 2 en een heterologe stam.
c) Meng zachtjes gedurende 15 seconden. In positieve monsters treedt agglutinatie op.

4. Selectieve isolatie

4.1. Selectieve uitplating

NB : Controleer voor de eerste toepassing van deze methode of de toevoeging van 103-104 kve/ml R. solanacearum
aan monsterextracten waarbij een eerdere test negatief was, reproduceerbaar wordt gedetecteerd.

Gebruik een geschikt gevalideerd selectief medium, bv. SMSA zoals gemodificeerd door Elphinstone e.a. (1996)
(aanhangsel 2).
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Om R. solanacearum te onderscheiden van andere bacterién die op het medium kolonies kunnen vormen, is zorg
vereist. Kolonies van R. solanacearum kunnen bovendien een atypische morfologie vertonen op overvolle platen en in
aanwezigheid van antagonistische bacterién. Test het monster bij een vermoeden van concurrentie of antagonisme met
een andere test opnieuw.

Deze methode is het gevoeligst met vers bereide monsterextracten. Zij kan echter ook worden gebruikt met
extracten die tussen — 68 en — 86 °C in glycerol zijn bewaard.

Maak als positieve controle decimale verdunningen van een suspensie van 106 kve/ml van een virulente stam van
R. solanacearum biovar 2 (bv. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Om contaminatie uit te sluiten moeten de positieve
controles volledig gescheiden van de analysemonsters worden bereid

Ga voor elke nieuw bereide charge van een selectief medium na of die geschikt is voor het kweken van de bacterie
en gebruik haar pas daarna om routinemonsters te testen.

Onderzoek het controlemateriaal op dezelfde wijze als de monsters.

4.1.1. Neutraliseer eventueel aanwezige saprofytische kolonievormende populaties door verdunning en uitplating.
Strijk per plaat monsterextract en per verdunning 50-100 pl uit.

4.1.2. Incubeer de platen bij 28 °C. Bekijk ze na 48 uur en daarna zes dagen lang dagelijks. Karakteristieke kolonies
van R. solanacearum op SMSA zijn melkwit, plat, onregelmatig en uitvloeiend; na drie dagen incubatie worden ze in het
midden roze tot bloedrood, met interne strepen en slierten.

NB : R. solanacearum vormt op dit medium soms ook atypische kolonies. Deze kunnen klein, rond, helemaal rood
en niet of slechts gedeeltelijk uitvloeiend zijn, waardoor ze moeilijk van saprofytische kolonievormende bacterién te
onderscheiden zijn.

4.1.3. Kweek vermoedelijke R. solanacearum-kolonies rein na uitstrijken of uitplaten van verdunningen op een
algemeen medium om geisoleerde kolonies te krijgen (aanhangsel 2).

4.1.4. De kweek kan worden bewaard in steriel water (pH 6-8, chloorvrij) in het donker en bij kamertemperatuur
(kort) of in een geschikt cryoprotectans bij — 68 a — 86 °C of gevriesdroogd (lang).

4.1.5. Identificeer vermoedelijke culturen (VI. B) en voer een pathogeniteitstest uit (VI. C).
Interpretatie van het resultaat van de selectieve uitplating

De test is negatief als de platen na zes dagen geen kolonies of geen vermoedelijke R. solanacearum-kolonies
vertonen, mits er geen aanwijzingen zijn voor remming door concurrentie of antagonisme van andere bacterién en de
positieve controles wel karakteristieke R. solanacearum-kolonies vertonen.

De test is positief als er vermoedelijke R. solanacearum-kolonies worden geisoleerd.
4.2. Ophopingsprocedure
Gebruik een gevalideerd ophopingsmedium, bv. gemodificeerde Wilbrink-bouillon (aanhangsel 2).

Deze procedure dient om populaties van R. solanacearum in monsterextracten selectief te stimuleren en de
detectiegevoeligheid te verbeteren. Ook worden remmers van de PCR-reactie doeltreffend verdund (1 :100). De
ophoping van R. solanacearum kan echter mislukken door concurrentie of antagonisme van saprofytische organismen
die vaak ook worden gestimuleerd. Daarom is isolatie van R. solanacearum uit kweken in ophopingsbouillon soms
moeilijk. Voor de ELISA-test verdienen specifieke monoklonale (in plaats van polyklonale) antilichamen de voorkeur,
daar populaties van serologisch verwante saprofyten ook kunnen toenemen.

4.2.1. Breng voor ophoping+PCR 100 ul monsterextract over in 10 ml ophopingsbouillon (aanhangsel 2) in
DNA-vrije buisjes of flesjes. Voor ophoping+ELISA kan de concentratie van het monsterextract worden verhoogd
(bv. 100 pl in 1,0 ml ophopingsbouillon).

4.2.2. Incubeer 72 uur bij 27-30 °C (al dan niet op een schudapparaat) met de dop los op de buisjes voor de
beluchting.

4.2.3. Meng de suspensies voor de ELISA- of PCR-test grondig.
4.2.4. Behandel de bouillon vervolgens op dezelfde manier als de monsters in de boven beschreven tests.

NB : Bij een hoge kans op remming van de ophoping van R. solanacearum door grote populaties concurrerende
saprofytische bacterién levert ophoping van de monsterextracten voér centrifugering of andere concentratiestappen
vaak betere resultaten op.

5. Inmunofluorescentiestest (IF-test)

Principe

De IF-test wordt als eerste screeningstest aanbevolen vanwege de aangetoonde robuustheid ten opzichte van de
vereiste drempelwaarden.

Wanneer de IF-test als eerste screeningstest gebruikt wordt en de uitslag positief is, moet als tweede screeningstest
een isolatie-, PCR- of FISH-test worden gedaan. Wanneer de IF-test als tweede screeningstest gebruikt wordt en de
uitslag positief is, moet het stroomdiagram worden gevolgd voor de verdere analyses.

NB : Gebruik gevalideerde antilichamen tegen R. solanacearum. Aanbevolen wordt van elke nieuwe partij
antilichamen de titer te bepalen. De titer wordt gedefinieerd als de hoogste verdunning waarbij een optimale reactie
optreedt bij het testen van een suspensie met 105-106 cellen/ml van de homologe stam van R. solanacearum met een
geschikt fluoresceine-isothiocyanaat (FITC)-conjugaat, overeenkomstig de aanbevelingen van de fabrikant. De
gevalideerde polyklonale antiserums hebben allemaal een IF-titer van ten minste 1:2 000. Bij de test moeten de
antilichamen worden gebruikt in werkverdunningen rond de titer.

De test moet worden uitgevoerd op vers bereide monsterextracten. Zo nodig kan de test ook goed worden
uitgevoerd op extracten die tussen — 68 en — 86 °C in glycerol zijn bewaard. De glycerol kan uit het monster worden
verwijderd door toevoegen van 1 ml pelletbuffer (aanhangsel 4), 15 minuten centrifugeren bij 7 000 g en resuspensie
in een gelijk volume pelletbuffer. Dit is vaak niet nodig, met name als de monsters op de objectglaasjes worden
gefixeerd door ze door de vlam te halen.

Maak afzonderlijke positieve controleglaasjes van de homologe stam of een andere referentiestam van R.
solanacearum gesuspendeerd in aardappelextract, zoals beschreven in aanhangsel 3, onder B), en eventueel in
buffervloeistof.

Natuurlijk geinfecteerd weefsel (geconserveerd door vriesdrogen of invriezen bij 16 tot — 24 °C) moet zo mogelijk
als soortgelijke controle op hetzelfde glaasje worden gebruikt.

Als negatieve controle kunnen aliquots monsterextract worden gebruikt waarbij een eerdere test voor
R. solanacearum negatief was.
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Zie aanhangsel 3 voor gestandaardiseerd materiaal voor positieve en negatieve controles voor deze test.

Gebruik microscoopglaasjes met meerdere venstertjes, bij voorkeur tien venstertjes met een diameter van minstens
6 mm.

Onderzoek het controlemateriaal op dezelfde wijze als de monsters.

5.1. Prepareer de objectglaasjes volgens een van onderstaande procedures :

i) voor pellets met betrekkelijk weinig zetmeelsediment :

Pipetteer een afgemeten standaardvolume (15 pl is genoeg voor een venstertje met een diameter van 6 mm —
vergroot het volume voor grotere venstertjes naar rato) van een 1:100-verdunning van de geresuspendeerde
aardappelpellet op het eerste venstertje. Pipetteer vervolgens eenzelfde volume onverdunde pellet (1/1) op de

resterende venstertjes van de rij. De tweede rij kan worden gebruikt voor duplo’s of voor een tweede monster zoals
aangegeven in figuur 1.

ii) voor andere pellets :

Maak decimale oplossingen (1:10 en 1:100) van de geresuspendeerde pellet in pelletbuffer. Pipetteer een afgemeten
standaardvolume (15 pl is genoeg voor een venstertje met een diameter van 6 mm — vergroot het volume voor grotere
venstertjes naar rato) van de geresuspendeerde pellet en van elke verdunning op een rij venstertjes. De tweede rij kan
worden gebruikt voor duplo’s of voor een tweede monster zoals aangegeven in figuur 2.

5.2. Laat de druppels bij kamertemperatuur of door verwarming tot 40-45 °C drogen. Fixeer de bacteriecellen op
het glaasje door het te verwarmen (15 minuten op 60 °C), door het door de vlam te halen, met ethanol 95 % of volgens
de specifieke aanwijzingen van de leverancier van de antilichamen.

Zo nodig kunnen de gefixeerde glaasjes hierna bevroren in een doos met droogmiddel bewaard worden voor
verder test (dit mag niet langer dan nodig en hooguit drie maanden duren).

5.3 . IF-procedure
i) Bij het prepareren van objectglaasjes volgens 5.1. i) :

Maak een reeks tweevoudige verdunningen. Het eerste venstertje krijgt een halve titer (T/2) en de volgende een
kwart titer (T/4), een halve titer (T/2), een titer (T) en twee titers (2T).

ii) Bij het prepareren van objectglaasjes volgens 5.1. ii) :

Maak de werkverdunning van het antilichaam aan in IF-buffer. De werkverdunning beinvloedt de specificiteit.
Figuur 1 Prepareren van het objeciglaasie volgens 5.1. i) en 5.3. 1)

Verdunningen van geresuspendeerde pellet

1100 11 11 11 iIn O Verdunning van
geresuspendeerde pelle

(T = titer) 12 T4 Ti2 I 21 O Tweevoudige verdunningen

van antiserum)antilichaam
o000 00
1 2 3 - 5

Duplo van monster 1, of

0000
6 7 8 9 H)l

Figuur 2 Prepareren van het objectglaasje volgens 5.1, ii) en 5.3. )

Werkverdunning van antiserum/antilichaam

11 110 1100 keg  leeg O Decimale verdunning van

geresuspendeerde pelle
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1 2 } 4 5
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monster 2 ® 0000
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5.3.1. Leg de glaasjes op vochtig tissuepapier. Bedek alle testvenstertjes volledig met antilichaamverdunning. Het
op elk venstertje aangebrachte volume antilichaam moet ten minste gelijk zijn aan het volume aangebracht extract.

Wanneer de leverancier van de antilichamen geen specifieke aanwijzingen heeft verstrekt, moet de volgende
procedure worden gevolgd.

5.3.2. Incubeer de glaasjes op vochtig papier afgedekt gedurende 30 minuten bij kamertemperatuur (18-25 °C).

5.3.3. Schud de druppels van elk %1aasje af en spoel de glaasjes zorgvuldig met IF-buffer. Was door onderdompeling
gedurende 5 minuten in IF-buffer-Tween (aanhangsel 4) en vervolgens in IF-buffer. Vermif'd aérosolvorming en
druppeloverdracht waardoor kruisbesmetting kan optreden. Verwijder overtollig vocht zorgvuldig door zachtjes af te
deppen.

5.3.4. Leg de glaasjes op vochtig papier. Bedek alle venstertjes met de verdunning van het FITC-conjugaat die
gebruikt werd om de titer te bepalen. Het volume conjugaat op de venstertjes moet identiek zijn aan het volume
antilichaam.

5.3.5. Incubeer de glaasjes op vochtig papier afgedekt gedurende 30 minuten bij kamertemperatuur (18-25 °C).

5.3.6. Schud de druppels conjugaat van het glaasje af. Spoel af en was als voorheen (5.3.3).

Verwijder overtollig vocht zorgvuldig.

5.3.7. Pipetteer 5-10 1 0,1 M fosfaatgebufferde ﬁlycerol (aanhangsel 4), of een in de handel verkrijgbaar antifading
inbedmiddel, op elk venstertje en breng een dekglaasje aan.

5.4. Aflezen van de IF-test

5.4.1 Bekijk de glaasjes met een epifluorescentiemicroscoop die voorzien is van geschikte filters voor excitatie van
FITC (olie- of waterimmersie, 500-1 000 x). Bekijk de venstertjes lan%s twee diameters in een rechte hoek en rond de
omtrek. Onderzoek bij monsters zonder of met een gering aantal cellen ten minste 40 microscoopvelden.

Onderzoek eerst het positieve controleglaasje. De cellen moeten helder fluorescerend en volledig gekleurd zijn bij
de bepaalde antilichaamtiter of werkverdunning. De IF-test (VI.A.5) moet herhaald worden bij afwijkende kleuring.

5.4.2. Kijk vervolgens in de testvenstertjes van de objectglaasjes uit naar helder fluorescerende cellen met een voor

R. solanacearum kenmerkende morfologie. De intensiteit van de fluorescentie moet gelijkwaardig zijn aan die van de

}f)lositieve controlestam bij dezelfde antilichaamverdunning. Cellen met onvolledige kleuring of met een zwakke
uorescentie moeten genegeerd worden.

Als contaminatie wordt vermoed, moet de test herhaald worden. Dit kan het geval zijn als alle glaasjes in een partij
positieve cellen vertonen doordat de buffer gecontamineerd is, of als er positieve cellen worden aangetroffen op de
coating van het glaasje buiten de venstertjes.

5.4.3. Aan de immunofluorescentietest zijn verschillende problemen verbonden wat de specificiteit betreft. In
pellets van naveleindstukfjes en stengeldelen van aardappel worden vaak achtergrondpopulaties van fluorescerende
cellen met aty})ische morfologie en kruisreagerende saprofytische bacterién gevonden die qua grootte en morfologie
lijken op R. solanacearum.

5.4.4. Besteed alleen aandacht aan fluorescerende cellen met een karakteristieke grootte en morfologie bij de titer
of werkverdunning van de antilichamen zoals aangegeven in punt 5.3.

5.4.5. Interpretatie van de IF-test

i) Wanneer er helder fluorescerende cellen met een karakteristieke morfologie worden aangetroffen, bepaal dan het
gemiddelde aantal typische cellen per microscoopveld en bereken het aantal typische cellen per ml geresuspendeerde
pellet (aanhangsel 5).

De IF-uitslag is positief als het monster ten minste 5 x 103 typische cellen per ml geresuspendeerde pellet bevat.
Het monster wordt als mogelijk besmet aangemerkt en moet nader onderzocht worden.

ii) De IF-test is negatief als het monster minder dan 5 x 103 cellen per ml geresuspendeerde pellet bevat; het
monster wordt als negatief aangemerkt. Verder test is dan niet nodig.

6. Polymerasekettingreactietest (PCR-test)
Principe
Wanneer de PCR-test als eerste screeningstest gebruikt wordt en de uitslag positief is, moet als tweede verplichte

screeningstest isolatie of IF worden gedaan. Wanneer PCR als tweede screeningstest gebruikt wordt en de uitslag
positief is, moet het stroomdiagram worden gevolgd om de diagnose af te ronden.

Het wordt aangeraden deze methode alleen algemeen als eerste screeningstest te gebruiken als er voldoende
gespecialiseerde ervaring mee is opgedaan.

NB : Bij de voorbereidende tests met deze methode moeten 103-104 cellen/ml R. solanacearum, toegevoegd aan
monsterextracten waarbij een eerdere test negatief was, reproduceerbaar gedetecteerd kunnen worden. Er kunnen
optimalisatieproeven nodig zijn om in alle laboratoria een maximale gevoeligheid en specificiteit te bereiken.

Gebruik %evalideerde PCR-reagentia en -protocollen (aanhangsel 6). Kies bij voorkeur een methode met een
interne controle.

Neem de nodige voorzorgen om contaminatie van het monster met doel-DNA te vermijden. De PCR-test moet
worden uitgevoerd door ervaren analisten in speciale moleculair-biologische laboratoria om de kans op contaminatie
met doel-DNA tot een minimum te beperken.

Negatieve controles (bij de DNA-extractie en de PCR-procedures) moeten altijd op dezelfde wijze worden
behandeld

als de uiteindelijke monsters, om na te gaan of er verontreiniging met DNA is opgetreden.

In de PCR-test moeten de volgende negatieve controles worden meegenomen :

- monsterextract waarbij een eerdere test op R. solanacearum negatief was;

- controles met de buffer die bij de extractie van de bacterie en het DNA uit het monster is gebruikt;
- PCR-reactiemix.

Als positieve controles moeten worden genomen :

- aliquots van Bgeresuspendeerde pellets waaraan R. solanacearum is toegevoegd (voor de bereiding zie
aanhangsel 3, onder B)

- een suspensie van 106 cellen/ml van R. solanacearum in water uit een virulent isolaat (bv. NCPPB 4156 =
PD 2762 = CFBP 3857; aanhangsel 3, onder B);

- gebruik zo mogelijk ook DNA dat is geéxtraheerd uit positieve controlemonsters in de PCR-test.

Om contaminatie te vermijden moeten de positieve controles in een andere ruimte worden bereid dan de
analysemonsters.

De monsterextracten moeten zoveel mogelijk vrij van grond zijn. Het kan dus soms raadzaam zijn om extracten
uit gewassen aardappelen te bereiden als er PCR-protocollen gebruikt zullen worden.

Zie aanhangsel 3 voor gestandaardiseerd materiaal voor positieve en negatieve controles voor deze test.
6.1. DNA-zuiveringsmethoden
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Gebruik positieve en negatieve controlemonsters zoals hierboven beschreven (aanhangsel 3).
Onderzoek het controlemateriaal op dezelfde wijze als de monsters.

Er zijn diverse methoden beschikbaar voor het zuiveren van doel-DNA uit complexe monstersubstraten, waarbij
remmers van de PCR en andere enzymatische reacties worden verwijderd en het doel-DNA in het monsterextract wordt
geconcentreerd. De volgende methode is geoptimaliseerd voor gebruik met de gevalideerde PCR-methoden als

eschreven in aanhangsel 6.

a) Methode volgens Pastrik (2000)

1) Pipetteer 220 pl lysisbuffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) in een
eppendorfbuisje van 1,5 ml.

2) Voeg 100 ul monsterextract toe en zet het buisje 10 minuten in een verwarmingsblok of waterbad op 95 °C.
3) Koel het buisje 5 minuten op ijs.

4) Voeg 80 pl lysozym-voorraadoplossing (50 mg lysozym per ml in 10 mM Tris-HCI, pH 8,0) toe en incubeer
30 minuten bij 37 °C.

5) Voeg 220 pl Easy DNA® solution A (Invitrogen) toe, vortex grondig en incubeer 30 minuten bij 65 °C.

6) Voeg 100 pl Easy DNA® solution B (Invitrogen) toe, vortex krachtig tot het neerslag vrij in het buisje beweegt
en het monster gelijkmatig viskeus is.

7) Voeg 500 ul chloroform toe en vortex tot de viscositeit afneemt en het mengsel homogeen is.

8) Centrifugeer 20 minuten bij 15 000 g en 4 °C om de fasen te scheiden en de interfase te vormen.

9) Breng de bovenste fase over in een schoon eppendorfbuisje.

10) Voeg 1 ml ethanol 100 % (- 20 °C) toe, vortex kort en incubeer 10 minuten op ijs.

11) Centrifugeer 20 minuten bij 15 000 g en 4 °C en verwijder de ethanol van de pellet.

12) Voeg 500 pl ethanol 80 % (- 20 °C) en meng door het buisje om te keren.

13) Centrifugeer 10 minuten bij 15 000 g en 4 °C, bewaar de pellet en verwijder de ethanol.

14) Droog de pellet aan de lucht of in een DNA Speed Vac

15) Resuspendeer de pellet in 100 ul steriel UPW en laat minstens 20 minuten bij kamertemperatuur staan.

16) Bewaar bij — 20 °C voor de PCR.

17) Draai eventueel aanwezig wit neerslag af in een centrifuge en gebruik 5 pl van de bovenstaande vloeistof, die
het DNA bevat, voor de PCR.

b) Andere methoden

Er kunnen andere DNA-extractiemethoden (bv. Qiagen DNeasy Plant Kit) worden gebruikt, mits die even
doeltreffend blijken te zijn bij het zuiveren van DNA uit controlemonsters met 103-104 pathogene cellen/ml.

6.2. PCR

6.2.1. Bereid analyse- en controletemplates voor de PCR volgens de gevalideerde protocollen (VI.A.6). Bereid een
tienvoudige verdunning van monster-DNA-extract (1:10 in UPW).

6.2.2. Bereid de geschikte PCR-reactiemix in een contaminatievrije omgeving volgens de gepubliceerde protocollen
(aanhangsel 6). Gebruik zo mogelijk een multiplex-PCR-protocol met interne PCR-controle

6.2.3. Voeg volgens de PCR-protocollen in steriele PCR-buisjes 2-5 ul DNA-extract toe per 25 ul PCR-reactiemix
(aanhangsel 6).

6.2.4. Neem ook een nefatief controlemonster mee met alleen PCR-reactiemix; voeg hieraan in plaats van het
monster UPW toe uit dezelfde bron als in de PCR-mix is gebruikt.

6.2.5. Zet de buisjes in hetzelfde PCR-apparaat als voor de voorbereidende tests is gebruikt en werk het
geoptimaliseerde PCR-programma af (aanhangsel 6).

6.3. Analyse van het PCR-product

6.3.1. Scheid de amplicons met behulp van agarosegelelektroforese. Laat minimaal 12 ul geamplificeerd

DNA-reactiemengsel van elk monster, gemengd met 3 nl laadbuffer (aanhangsel 6), lopen in 2,0 % (m/V) agarosegels
in TAE-buffer (Tris-acetaat-EDTA, aanhangsel 6) bij 5-8 V/cm. Gebruik een geschikte DNA-marker, bv. 100 bp ladder.

6.3.2. Maak de DNA-banden zichtbaar door kleuring met ethidiumbromide (0,5 mg/1) gedurende 30-60 minuten.
Deze stof is mutageen — neem de nodige voorzorgen in acht.

6.3.3. Onderzoek de gekleurde gel door transilluminatie met kortgolvig UV (é = 302 nm) op geamplificeerde
PCRproducten van de verwachte lengte (aanhangsel 6) en leg het resultaat vast.

6.3.4. Ga bij alle nieuwe bevindingen/gevallen na of het PCR-amplicon authentiek is met behulp van een
restrictieenzymanalyse op een monster van het resterende geamplificeerde DNA door dat bij de optimale temperatuur
en gedurende de optimale tijd met een geschikt enzym en geschikte buffer (aanhangsel 6) te incuberen. Scheid de
verkregen fragmenten met behulp van agarosegelelektroforese zoals hierboven beschreven; bekijk het karakteristieke
restrictiefragmentpatroon onder UV-transilluminatie na kleuring met ethidiumbromide en vergelijk dit met de
niet-gedigesteerde en de gedigesteerde positieve controle.

Interpretatie van het resultaat van de PCR-test

De PCR-test is negatief als er geen R. solanacearum-specifiek PCR-amplicon van de verwachte lengte wordt
aangetroffen in het analysemonster, maar wel in alle positieve controlemonsters (bij multiplex-PCR met plantspecifieke
interne controleprimers moet er een tweede PCR-product van de verwachte lengte met het analysemonster
geamplificeerd zijn).

De PCR-test is positief als het R. solanacearum-specifieke PCR-amplicon van de verwachte lengte en met het
verwachte restrictiepatroon (indien nodig) wordt aangetoond, mits dit niet in een van de negatieve controlemonsters
geamplificeerd is. Een positief resultaat kan ook op betrouwbare wijze worden bevestigd door de test met een tweede
set PCR-primers te herhalen (aanhangsel 6).

NB : Als het verwachte amplicon wel bij het positieve controlemonster met R. solanacearum in water wordt
verkregen, maar niet bij de positieve controles met R. solanacearum in aardappelextract, is remming van de PCR
waarschijnlijk de oorzaak. Bij multiplex-PCR-protocollen met interne PCR-controles is er waarschijnlijk sprake van
remming als geen van beide amplicons worden verkregen.

Er moet aan contaminatie worden gedacht als het verwachte amplicon in een of meer van de negatieve controles
wordt gevonden.

7. Fluorescentie-in-situ-hybridisatietest (FISH-test)

Principe

Wanneer de FISH-test als eerste screeningstest gebruikt wordt en de uitslag positief is, moet als tweede verplichte

screeningstest een isolatie- of IF-test worden gedaan. Wanneer de FISH-test als tweede screeningstest gebruikt wordt
en de uitslag positief is, moet het stroomdiagram worden gevolgd om de diagnose af te ronden.
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NB : Gebruik gevalideerde, R. solanacearum-specifieke oligo-probes (aanhangsel 7). Bij de voorbereidende tests
met deze methode moeten minstens 103-104 cellen van R. solanacearum per ml, toegevoegd aan monsterextracten
waarbij een eerdere test negatief was, reproduceerbaar gedetecteerd kunnen worden.

De onderstaande procedure wordt bij voorkeur uitgevoerd op vers bereid monsterextract maar kan ook goed
worden uitgevoerd op monsterextract dat in glycerol bewaard is tussen — 16 en — 24 °C of — 68 en — 86 °C.

Als negatieve controle worden aliquots monsterextract gebruikt waarbij eerdere tests op R. solanacearum negatief
waren.

Als positieve controle worden suspensies bereid met 105-106 cellen/ml R. solanacearum biovar 2 (bv. Stam NCPPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857; aanhangsel 3) in 0,01 M fosfaatbuffer (PB) van een drie- tot vijfdaagse cultuur. Maak
afzonderlijke gositieve controleglaasjes van de homologe stam of een andere referentiestam van R. solanacearum
gesuspendeerd in aardappelextract, zoals beschreven in aanhangsel 3, onder B).

Het gebruik van de FITC-gelabelde eubacteriéle oligo-probe kan als controle voor het hybridisatieproces dienen,
omdat hierdoor alle eubacterién in het monster gekleurd worden.

Zie aanhangsel 3, onder A, voor gestandaardiseerd materiaal voor positieve en negatieve controles voor deze test.
Onderzoek het controlemateriaal op dezelfde wijze als de monsters.

7.1. Fixatie van het aardappelextract

Het volgende protocol is gebaseerd op Wullings e.a. (1998) :

7.1.1. Bereid het fixatief (aanhangsel 7).

7.1.2. Pipetteer 100 ul van elk monsterextract in een eppendorfbuisje en centrifugeer 7 minuten bij 7 000 g.

7.1.3. Verwijder de bovenstaande vloeistof en los de pellet op in 200 ul korter dan 24 uur tevoren bereid fixatief.
Vortex en incubeer 1 uur in de koelkast.

7.1.4. Centrifugeer 7 minuten bij 7 000 g, schenk de bovenstaande vloeistof af en resuspendeer de pellet in 75 pl
0,01 M PB (aanhangsel 7).

7.1.5. Breng 16 il van de §eﬁxeerde suspensies oq ee
figuur 7.1. Breng twee verschillende monsters op het glaasje, onverdund en in een 1:100-verdunning (gebruik hiervoor
10 pl in 0,01 M PB). De resterende monsteroplossin, %49 pi) kan na toevoeging van eenzelfde volume ethanol 96 % bij
—20 °C worden bewaard. Als de FISH-test herhaald moet worden, wordt cig
een gelijk deel 0,01 M PB toegevoegd en door vortexen gemengd.

n schoon objectglaasje met venstertjes zoals aangegeven in

e ethanol door centrifugeren verwijderd en

Figuur 7.1 Overzicht van het FISH-glaasje
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7.1.6. Droog de glaasjes aan de lucht (of op een droger bij 37 °C) en fixeer ze door ze door de vlam te halen.

Op dit punt kan de procedure worden onderbroken om de volgende dag verder te gaan met de hybridisatie. De
objectglaasjes moeten stofvrij en droog bij kamertemperatuur worden bewaard.

7.2. Hybridisatie

7.2.1. Dehydrateer de cellen in een ethanolreeks (50 %, 80 %, 96 %, telkens 1 minuut). Droog de glaasjes aan de lucht
in een houder.

7.2.2. Maak een vochtige incubatiekamer door de bodem van een luchtdicht vat te bedekken met tissue- of
filtreerpapier, doordrenkt met 1x hybmix (aanhangsel 7). Pre-incubeer het vat in de hybridisatieoven gedurende ten
minste 10 minuten bij 45 °C.

7.2.3. Breng 10 ul hybridisatieoplossing (aanhangsel 7) aan op acht venstertjes (1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 en 10; figuur 7.1)
van elk glaasje en laat de twee middelste venstertjes (3 en 8) blanco.

7.2.4. Leg zonder lucht in te sluiten een dekglaasje (24 x 24 mm) op de eerste en laatste vier venstertjes. Zet de
objectglaasjes in de voorverwarmde incubatiekamer en hybridiseer 5 uur in de oven in het donker bij 45 °C.

7.2.5. Bereid drie bekerglazen met 1 1 Milli Q (water van moleculair-biologische kwaliteit), 1 1 1X hybmix (334 ml
3x hybmix en 666 ml Milli Q) en 11 1/8x hybmix (42 ml 3x hybmix en 958 mI Milli Q). Pre-incubeer e1}1]< bekerglas in
een waterbad bij 45 °C.

7.2.6. Verwijder de dekglaasjes van de objectglaasjes en doe de objectglaasjes in een houder.
7.2.7. Verwijder de overmaat probe door 15 minuten bij 45 °C te incuberen in het bekerglas met 1X hybmix.
7.2.8. Zet de houder in de 1/8X hybmix (wasoplossing) en incubeer nogmaals 15 minuten.

7.2.9. Dompel de object%laasjes even in Milli Q en leg ze op filtreerpapier. Verwijder overtollige vloeistof door het
oppervlak voorzichtig met filtreerpapier te bedekken. Pipetteer 5-10 il antifading inbedmiddel (bv. Vectashield van
Vecta Laboratories, CA, USA of gelijkwaardig) op elk venstertje en leg een groot dekglaasje (24 x 60 mm) op het

objectglaasje.
7.3. Aflezen van de FISH-test

7.3.1. Bekijk de objectglaasjes onmiddellijk met een microscoop die geschikt is voor epifluorescentiemicroscopie bij
een vergroting van 630 of 1 000 x en olie-immersie. Met een filter dat ﬁ'eschikt is voor fluoresceine-isothiocyanaat FITC;
lichten eubacteriéle cellen (waaronder de meeste gramnegatieve cellen) in het monster groen op. Met een filter voor
tetramethylrodamine-5-isothiocyanaat lichten Cy3-gekleurde cellen van R. solanacearum rood op. Vergelijk de
celmorfologie met die van de positieve controles. De cellen moeten helder fluoresceren en volledig gekleurd zijn. Bij
afwijkende kleuring moet de FISH-test herhaald worden (VI.A.7). Bekijk de venstertjes langs twee diameters in een
rechte hoek en rond de omtrek. Onderzoek bij monsters zonder of met een gering aantal cellen ten minste 40
microscoopvelden.

7.3.2. Kijk vervolgens in de testvenstertjes van de objectglaasjes uit naar helder fluorescerende cellen met een voor
R. solanacearum kenmerkende morfologie. De intensiteit van de fluorescentie moet Eelijkwaardig zijn aan, of beter dan,
die van de positieve controlestam. Cellen met onvolledige kleuring of met een zwakke fluorescentie moeten genegeerd
worden.

7.3.3. Als contaminatie wordt vermoed, moet de test herhaald worden. Dit kan het geval zijn als alle glaasjes in een
partij positieve cellen vertonen doordat de buffer gecontamineerd is, of als er positieve cellen worden aangetroffen op
de coating van het glaasje buiten de venstertjes.

7.3.4. Aan de FISH-test zijn verschillende problemen verbonden wat de specificiteit betreft. In pellets van
naveleindstukjes en stengeldefen van aardappel worden soms, maar veel minder vaak dan bij de IF-test,
achtergrondpopulaties van fluorescerende cellen met atypische morfologie en kruisreagerende saprofytische bacterién
waargenomen die qua grootte en morfologie lijken op R. solanacearum.

7.3.5. Besteed alleen aandacht aan fluorescerende cellen met een karakteristieke grootte en morfologie.
7.3.6. Interpretatie van het resultaat van de FISH-test

i) De resultaten van de FISH-test zijn valide als in alle positieve controles en in geen van de negatieve controles met
het FITC-filter heldergroen fluorescerende cellen met een voor R. solanacearum karakteristieke grootte en morfologie
worden waargenomen en met het rodaminefilter helderrood fluorescerende cellen. Wanneer er helder fluorescerende
cellen met een karakteristieke morfologie worden aangetroffen, bepaal dan het gemiddelde aantal typische cellen per
microscoopveld en bereken het aantal typische cellen per ml geresuspendeerde pellet (aanhangsel 4). Monsters met ten
minste 5 x 103 typische cellen per ml geresuspendeerde pellet worden als mogelijk besmet aangemerkt. Er is dan verder
test nodigl.( Monsters met minder dan 5 x 103 typische cellen per ml geresuspendeerde pellet worden als negatief
aangemerkt.

ii) De FISH-test is negatief als met het rodaminefilter geen helderrood fluorescerende cellen met een voor R.
solanacearum kenmerkende grootte en morfologie worden waargenomen, mits die met dat filter wel in de positieve
controlepreparaten zijn waargenomen.

8. Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)-tests

Principe

ELISA mag wegens de relatief lage gevoeli%heid alleen als facultatieve test naast IF, PCR of FISH worden gebruikt.
Bij de DAS-ELISA-test zijn ophoping en monoklonale antilichamen verplicht. Voorafgaande ophoping van de monsters

kan de gevoeligheid van ELISA verhogen, maar dit mislukt soms wegens concurrentie van andere organismen in het
monster.

NB : Gebruik gevalideerde antilichamen tegen R. solanacearum. Aanbevolen wordt van elke nieuwe partij
antilichamen de titer te bepalen. De titer wordt gedefinieerd als de hoogste verdunning waarbij een optimale reactie
optreedt bij het testen van een suspensie met 105-106 cellen/ml van de homologe stam van R. solanacearum met een
geschikt conjugaat met het tweede antilichaam overeenkomstig de aanbevelingen van de fabrikant. Bij de test moeten
de antilichamen worden gebruikt in werkverdunningen rond de titer van de commerciéle formulering

Bepaal de titer van de antilichamen op een suspensie van 105-106 cellen/ml van de homologe stam van
R. solanacearum.

Gebruik als negatieve controle een monsterextract waarbij eerdere tests op R. solanacearum negatief waren en een
suspensie van een niet-kruisreagerende bacterie in fosfaatgebufferde zoutoplossing (PBS).

Gebruik als positieve controle aliquots monsterextract waarbij eerdere tests negatief waren, gemengd met 103-104
cellen/ml van R. solanacearum biovar 2 (bv. stam NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; aanhangsel 3, onder A en B).
Gebruik een standaardsuspensie van 105-106 cellen/ml van R. solanacearum in PBS om de resultaten op elke plaat te
vergelijken.
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Zie aanhangsel 3, onder A, voor gestandaardiseerd materiaal voor positieve en negatieve controles voor deze test.
Onderzoek het controlemateriaal op dezelfde wijze als de monsters.

Er zijn twee gevalideerde ELISA-protocollen.

a) Indirecte ELISA (Robinson-Smith e.a. (1995))

1) Gebruik aliquots van 100-200 pl monsterextract. (Soms worden niet-specifieke resultaten gereduceerd door
4 minuten verwarming bij 100 °C in een waterbad of verwarmingsblok.)

2) Voeg een gelijk volume coatingbuffer van dubbele sterkte toe (aanhangsel 4) en vortex.

3) Doe telkens 100 pl in ten minste twee putjes van een microtiterplaat (bv. Nunc-Polysorp of gelijkwaardig) en
incubeer 1 uur bij 37 °C of overnacht bij 4 °C.

4) Schud het extract uit de putjes. Spoel de putjes drie keer met PBS-Tween (aanhangsel 4) en laat de laatste
spoelvloeistof minstens 5 minuten in de putjes.

5) Bereid de benodigde verdunning van antilichamen tegen R. solanacearum in blokkeerbuffer (aanhangsel 4).
Gebruik de aanbevolen verdunningen voor gevalideerde in de handel verkrijgbare antilichamen (doorgaans tweemaal
de titerconcentratie).

6) Doe 100 ul in elk putje en incubeer 1 uur bij 37 °C.
7) Schud de antilichaamoplossing uit de putjes en spoel zoals onder 4.

8) Bereid in blokkeerbuffer de benodigde verdunning conjugaat (tweede antilichaam met alkalische fosfatase). Doe
100 pl in elk putje en incubeer 1 uur bij 37 °C.

9) Schud het conjugaat uit de putjes en spoel als onder 4.

10) Doe 100 ul oplossing van alkalischefosfatasesubstraat (aanhangsel 4) in elk putje. Incubeer in het donker bij
kamertemperatuur en lees gedurende 90 minuten periodiek de extinctie bij 405 nm af.

b) DASI (Double-Antibody Sandwich Indirect)-ELISA

1) Bereid de benodigde verdunning van polyklonale immunoglobulines tegen R. solanacearum in coatingbuffer
(pH 9,6) (aanhangsel 4). Doe 200 ul in elk putje. Incubeer 4-5 uur bij 37 °C of 16 uur bij 4 °C.

2) Spoel de putjes drie keer met PBS-Tween (aanhangsel 4).

Doe in ten minste twee putjes 190 il monsterextract. Doe in telkens twee putjes per plaat ook een positieve en een
negatieve controle. Incubeer 16 uur bij 4 °C.

3) Spoel de putjes drie keer met PBS-Tween (aanhangsel 4).

4) Bereid een geschikte verdunning van specifieke monoklonale antilichamen tegen R. solanacearum in PBS
(aanhangsel 4) met 0,5 % bovien serumalbumine (BSA) en doe 190 il in elk putje. Incubeer 2 uur bij 37 °C.

5) Spoel de putjes drie keer met PBS-Tween (aanhangsel 4).

6) Bereid een geschikte verdunning van conjugaat van anti-muis-immunoglobulines met alkalische fosfatase in
PBS. Doe 190 il in elk putje. Incubeer 2 uur bij 37 °C.

7) Spoel de putjes drie keer met PBS-Tween (aanhangsel 4).

8) Bereid een oplossing van alkalischefosfatasesubstraat met 1 mg p-nitrofenylfosfaat per ml substraatbuffer
(aanhangsel 4). Doe 200 ul in elk Futje. Incubeer in het donker bij kamertemperatuur en lees gedurende 90 minuten
periodiek de extinctie bij 40 nm af.

Interpretatie van de ELISA-testresultaten

De ELISA-test is negatief als de gemiddelde optische dichtheid (OD) in de duplomonsterputjes kleiner is dan
2 x OD in het putje met de negatieve monsterextractcontrole, mits de OD voor de positieve controles altijd groter is dan
1,0 (na 90 minuten incubatie met substraat) en groter is dan 2 x OD voor de negatieve monsterextracten.

De ELISA-test is positief als de gemiddelde OD in de duplomonsterputjes groter is dan 2 x OD voor het negatieve
monsterextract, mits de OD in elk putje voor negatieve controle kleiner is dan 2 x OD voor de positieve controles.

Negatieve ELISA-aflezingen in putjes voor positieve controle wijzen op een slechte uitvoering of (}p remming van
de test. Positieve ELISA-aflezingen in putjes voor negatieve controle wijzen op kruisbesmetting of niet-specifieke
antilichaambinding.

9. Bioassay

NB : Bij de voorbereidende tests met deze methode moeten 103-104 kolonievormende eenheden R. solanacearum per
ml, toegevoegd aan monsterextracten waarbij een eerdere test negatief was, reproduceerbaar gedetecteerd kunnen
worden (voor de bereiding zie aanhangsel 3).

De grootste detectiegevoeligheid wordt verkregen met vers bereid monsterextract en optimale groeicondities. De
methode kan echter ook goed worden toegepast op extracten die tussen — 68 en — 86 °C in glycerol zijn bewaard.

Het volgende protocol is gebaseerd op Janse (1988).

9.1. Neem voor elk monster tien testplanten van een vatbaar tomatenras (bv. Moneymaker of een door het
testlaboratorium even vatbaar bevonden ras) in het volgroeid 3-bladstadium. Voor nadere bijzonderheden over de teelt
zie aanhangsel 8. Aubergines (bv. Black Beauty of een even vatbaar ras) in het 2- tot volgroeid 3-bladstadium kunnen
ook worden gebruikt. De symptomen zijn bij aubergines minder ernstig en ontwikkelen zich trager. Gebruik daarom
zo mogelijk tomatenplanten.

9.2. Verdeel 100 pl monsterextract over de testplanten.
9.2.1. Injectie-inoculatie

Inoculeer de stengels net boven de zaadlobben met een injectiespuit voorzien van een hypodermische naald
(minimaal 23G). Verdeel het monster over de testplanten.

9.2.2. Snede-inoculatie

Houd de plant tussen twee vingers en pipetteer een druppel (5-10 il) gesuspendeerde pellet op de stengel tussen
de zaadlobben en het eerste blad.

Maak met een steriel scalpel vanaf de pelletdruppel een diagonale snede van ongeveer 1,0 cm lang en ongeveer
2/3 van de stengeldikte diep.

Stop de snede dicht met steriele vaseline uit een injectiespuit.

9.3. Inoculeer met dezelfde techniek vijf zaailingen met een waterige suspensie van 105-106 cellen/ml, bereid uit
een 48 uur oude kweek van een virulente stam Van%{ solanacearum biovar 2 als positieve controle en met pelletbuffer
(aanhangsel 4) als negatieve controle. Houd de positieve en negatieve controleplfanten gescheiden van de andere om
kruisbesmetting te vermijden.
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9.4. Teelt de testplanten maximaal vier weken in quarantaine bij 25-30 °C en hoge luchtvochtigheid met aangepaste
bewatering zodat geen oververzadiging of verwelking optreedt. Incubeer positieve en negatieve controleplanten op
van elkaar gescheiden plaatsen in een broeikas of groeikamer om contaminatie te vermijden; is dat wegens
ruimtegebrek niet mogelijk, zorg er dan voor dat de verschillende behandelingen strikt gescheiden gehouden worden.
Als planten voor verschillende monsters dicht bij elkaar geincubeerd moeten worden, moeten ze met geschikte
schermen gescheiden gehouden worden. Bij het bemesten, bewateren en onderzoeken en bij alle overi]%e handelingen
moet de uiterste zorg in acht genomen worden om kruisbesmetting te vermijden. De kassen en groeikamers moeten
absoluut vrij van insecten gehouden worden, aangezien die de bacterie van het ene monster naar het andere kunnen
overbrengen.

Let op symptomen van verwelking, epinastie, chlorose en/of verminderde groei.

9.5. Isoleer reinculturen die vermoedelijk uit R. solanacearum bestaan uit geinfecteerde planten (IL.3) en identificeer
ze (VL. B).

9.6. Als na drie weken geen symptomen zijn waargenomen, voer dan een IF-, PCR- of isolatietest uit op een
samengesteld monster van stengeldelen van 1 cm lang van elke testplant, die boven de inoculatieplaats zijn afgesneden.
Als de test positief is, verdunnen en uitplaten (4.1).

9.7. Identificeer eventuele reinculturen die vermoedelijk uit R. solanacearum bestaan (VI. B).
Interpretatie van het resultaat van de bioassay

De met de bioassay verkregen resultaten zijn valide als de planten van de positieve controle karakteristieke
symptomen vertonen, de bacterién weer uit deze planten geisoleerd kunnen worden en op de negatieve controles geen
symptomen worden gevonden.

De bioassay is ne?atief als de testplanten niet met R. solanacearum geinfecteerd zijn, mits R. solanacearum in de
positieve controles wel wordt gedetecteerd.

De bioassay is positief als de testplanten wel met R. solanacearum geinfecteerd zijn.

B. IDENTIFICATIETESTS

Identificeer reinculturen van vermoedelijke R. solanacearum-isolaten aan de hand van ten minste twee van de
volgende, op verschillende biologische principes gebaseerde tests.

Voorzover van toepassing moet elke test ook worden uitgevoerd op bekende referentiestammen (aanhangsel 3).
1. Voedingstests en enzymatische identificatietests

Bepaal de volgende fenotypische eigenschappen, die universeel aan- dan wel afwezig zijn in R. solanacearum,
volgens de methoden van Lelliott en Stead (1987), Klement e.a. (1990) en Schaad (2001) :

Test Verwacht resultaat

vorming van fluorescerend pigment -

poly-p-hydroxybutyraatkorrels +
oxidatie/fermentatietest (OfF) O+/F-
katalaseactiviteit +
oxidasetest van Kovac +
nitraatreductie +
citraatassimilatie +

groei bij 40°C -
groci in NaCl 1 % +
groei in NaCl 2% -
argininedihydrolaseactiviteit -
gelatineafbraak -
zetmeelhydrolyse -
esculinchydrolyse -

levanvorming _
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2. IF-test

2.1. Bereid een suspensie van ongeveer 106 cellen/ml in IF-buffer (aanhangsel 4).

2.2. Bereid een tweevoudige verdunningsreeks van een geschikt antiserum.

2.3. Pas de IF-procedure toe (VI.A.5).

2.4. De TF-test is positief als de IF-titer van de kweek gelijkwaardig is aan die van de positieve controle.

3. ELISA-test

NB : Als naast deze test slechts één andere identificatietest wordt uitgevoerd, mag dat geen serologische test zijn.
3.1. Bereid een suspensie van ongeveer 108 cellen/ml in 1X PBS (aanhangsel 4).

3.2. Voer een geschikte ELISA-procedure uit met een specifiek monoklonaal antilichaam tegen R. solanacearum.

3.3. De ELISA-test is positief als de ELISA-aflezing voor de cultuur ten minste de helft van die voor de positieve
controle bedraagt.

4. PCR-tests
4.1. Bereid een suspensie van ongeveer 106 cellen/ml in steriel water van moleculair-biologische kwaliteit.

4.2. Verwarm 100 ul van de celsuspensie 4 minuten in gesloten buisjes in een verwarmingsblok of waterbad bij
100 °C. Hierna kunnen de monsters bij — 16 tot — 24 °C worden opgeslagen tot zij nodig zijn.

4.3. Pas geschikte PCR-procedures toe voor de amplificatie van voor R. solanacearum specifieke amplicons (bv. Seal
e.a. (1993), Pastrik en Maiss (2000), Pastrik e.a. (2002), Boudazin e.a. (1999), Opina e.a. (1997), Weller e.a. (1999)).

4.4. De identificatie van R. solanacearum is positief als de PCR-amplicons van dezelfde lengte zijn en dezelfde
restrictiefragmentlengtepolymorfismen hebben als bij de positieve controlestam.

5. FISH-test
5.1. Bereid een suspensie van ongeveer 106 cellen/ml in UPW.

5.2. Voer de FISH-procedure uit (VI.A.7) met ten minste twee R. solanacearum-specifieke oligo-probes (aanhang-
sel 7).

5.3. De FISH-test is positief als de kweek en de positieve controle dezelfde reacties vertonen.
6. Vetzuurprofiel (FAP)

6.1. Laat de kweek 48 uur bij 28 °C groeien op trypticasesoja-agar (Oxoid).

6.2. Voer een geschikte FAP-procedure uit (Janse (1991), Stead (1992)).

6.3. De FAP-test is positief als het profiel van de vermoedelijke cultuur identiek is aan dat van de positieve controle.
De aanwezigheid van kenmerkende vetzuren (14 :0 30H, 16 :0 20H, 16 :1 20H en 18 :1 20H) en de afwezigheid van
16:0 30H wijzen sterk op Ralstonia sp.

7. Stamkarakterisatie

Voor elke nieuwe isolatie van R. solanacearum wordt stamkarakterisatie met een van de volgende methoden
aanbevolen.

Voorzover van toepassing moet elke test ook worden uitgevoerd op bekende referentiestammen (aanhangsel 3).

7.1. Biovarbepaling

R. solanacearum wordt ingedeeld in biovars op basis van het vermogen drie disachariden en twee hexosealcoholen
te assimileren of oxideren (Hayward (1964), Hayward e.a. (1990)). Het kweekmedium voor de biovartest staat in
aanhangsel 2. Voer de test uit door steekenting van het medium met reinculturen van isolaten van R. solanacearum en
incubatie bij 28 °C. Breng het medium over op steriele platen met 96 putjes (200 pl per putje). De test is positief bij een
verkleuring van olijfgroen naar geel binnen 72 uur.

Assimilatie van:

maltose - + + - +
lactose - + + - +
di+ -cellobiose - + + - +
mannitol - - + + +
sorbitol - - . + -
dulcitol - - + + -

Subfenotypen van biovar 2 worden met aanvullende tests onderscheiden:

Trehaloseassimilatie - + +
meso-Inositolassimilatie + - +
d-Riboseassimilatie - - +
Pectolytische activiteit (*) laag laag hoog

(") Zie Lelliott en Stead (1987).
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7.2. Genetische vingerafdruk
Er zijn diverse technieken voor moleculaire differentiatie van stammen van R. solanacearum, waaronder :

7.2.1. RFLP-analyse (restriction fragment length polymorphism, polymorfisme van de lengte van restrictiefrag-
menten) (Cook e.a. (1989));

7.2.2. PCR van repetitieve DNA-sequenties met REP-, BOX- en ERIC-primers (Louws e.a. (1995), Smith e.a. (1995));

7.2.3. AFLP-analyse (amplified fragment length polymorphism, polymorfisme van de lengte van geamplificeerde
fragmenten) (Van der Wolf e.a. (1998)).

7.3. PCR-methoden

Specifieke PCR-primers (Pastrik e.a. (2002), zie aanhangsel 6) kunnen worden gebruikt om een onderscheid te
maken tussen stammen van groep 1 (biovars 3, 4, 5) en 2 (biovars 1, 2A, 2T) van R. solanacearum, zoals oorspronkelijk
bepaald met RFLP-analyse (éook e.a. (1989)) en analyse van de 16S-rDNA-sequentie (Taghavi e.a. (1996)).

C. BEVESTIGINGSTEST

De pathogeniteitstest moet worden uitgevoerd voor de definitieve bevestiging van een diagnose van R.
solanacearum en voor de bepaling van de virulentie van culturen die als R. solanacearum geidentificeerd zijn.

1) Bereid een inoculum van ongeveer 106 cellen/ml van een 24-48 uur oude kweek van het te testen isolaat en van
een geschikte positieve controlestam van R. solanacearum (bv. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; aanhangsel 3).

2) Inoculeer vijf a tien vatbare tomaten- of aubergineplanten in het volgroeid 3-bladstadium (VI.A.9).

3) Incubeer maximaal twee weken bij 25-28 °C en hoge luchtvochtigheid met aangepaste bewatering om
oververzadiging en droogtestress te voorkomen. Met reinculturen treedt binnen 14 dagen een typische verwelking op.
Als er dan nog geen symptomen zijn, kan niet worden bevestigd dat het om een pathogene vorm van R. solanacearum
gaat.

4) Let op symptomen van verwelking, epinastie, chlorose en verminderde groei.

5) Neem voor de isolatie een stuk stengel van symptomatische planten ongeveer 2 cm boven het inoculatiepunt.
Maak dit fijn en suspendeer het in een klein volume steriel gedestilleerd water of steriele fosfaatbuffer 50 mM
(aanhangsel 4). Maak een isolaat uit de suspensie door uitplaten van verdunningen of uitstrijken op een geschikt, bij
voorkeur selectief medium (aanhangsel 2). Incubeer 48-72 uur bij 28 °C en kijk of er karakteristieke
R. solanacearum-kolonies verschijnen.

Aanhangsel 1

Bij de optimalisering en validering van de protocollen ingeschakelde laboratoria

Laboratorium (') Plaats Land
Agentur fir Gesundheit und Ernahrungssicherheit Wenen en Linz Oostenrijk
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgi¢
Plantedirckroratet Lynghby Denemarken
Central Science Laboratory York Engeland
Scortish Agricultural Science Agency Edinburgh Schotland
Laboratoire National de la Procection des Végéraux, Angers Frankrijk
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végéuux, Le Rheu Frankrijk
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstak Kleinmachnow Duitsland
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Duitsland
State Laboratory Dublin lerland
Dipartimento di Scienze ¢ Tecnologie Agroambientali Bologna Iralie
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Iralie
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Nederland
Plantenziekrenkundige Dienst Wageningen Nederland
Direcgio-Geral de Protecgio das Culturas Lissabon Portugal
Centro Regional Diagndstico de Aldearrubia Salamanca Spanje
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Spanje
Sveriges lantbruksuniversitet Uppsala Zweden

(") Voor contactpersonen zie website hepy/ forum.europa.ew. int [Public/irg/sanco/Home/main.
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a)

bj

Aanhangsel 2

Isolatie- en kweekmedia voor R. solanacearum

Algemene kweekmedia
Nutnént-agar (NA )
Nutrient Agar (Difco)
Gedestilleerd water

10y
101

Los de ingrediénten op en steriliseer in de autockaaf (1 5 minuten, 121 *C).

Gist-pepton-ghicoseagar
Gistextract (Difco)
Bacto-Peptone (Difco)
di+)-Glucose {monohydraat)
Bacto-Agar (Difco)
Gedestilleerd water

50g
50g
100g
150¢g
101

Los de ingrediénmen op en steriliseer in de autockaf (15 minuten, 121 °C).

Sucose-peptonagar (SPA)
Sucrose

Bacto-Peptone (Difco)

K HPO,

MgSO,.7H,0
Bacto-Agar (Difco)
Gedestilleerd water

pH 7,2.7.4

200g
50g
05g
025g
150¢g
1ol

Los de ingredi¢nten op en steriliseer in de autockaaf (15 minuten, 121 °C).

Kdman's tarazoliummedium
Casaminozuren (Difco)
Bacto-Peptone (Difco)
Dextrose

Bacto-Agar (Difco)
Gedestilleerd water

10g
100g
50g
150¢g
101

Los de ingrediénten op en steriliseer in de autoclaaf (15 minuten, 121 °C).

Laat afkoelen tot 50 °C en voeg een gefiltergeriliseerde oplossing van 2.3, 54rifenyltetrazoliumchloride {Sigma) toe tot

een eindconcentratie van 50 mg/l.

Gevalideerde selectieve kweeckmedia

SMEA-medium (Englebrecht {1994), gemodificeend door Hphinstone ea. {1996})

Basismedium
Casaminozuren (Difco)
Bacto-Peptone (Difco)
Glycerol

Bacto-Agar (Difco; zie NB 2
Gedestilleerd warer

1.0g
10,0 g
50ml
150g
1ol
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Los de ingrediénten op en steriliseer in de autoclaaf (15 minuten, 121 °Q).

Laat afkoelen tot 50 °C en voeg gefiltersteriliseerde waterige voorraadoplossing van de volgende ingrediénten toe tot
de aangegeven eindconcentratie:

Kristalviolet {Sigma) 5mg/l
Polymixine-B-sulfaat {Sigma P-1004) 600 000 U (ongeveer 100 mg) per |
Bacitracine (Sigma B-0125) 1 250 U (ongeveer 25 mg) per |
Chlooramfenicol (Sigma C-3175) 5mgfl
Penicilline G (Sigma P-3032) 825 U (ongeveer 0,5 mg) per |
2.3, 5rifenyhetrazoliumchloride (Sigma) 50 mgjl

NB :

1. Wijziging van de samenstelling van de media kan de groei van R. solanacearum hinderen.

2. In plaats van Bacto-Agar (Difco) kan Agar No. 1 (Oxoid) worden gebruikt. R. solanacearum groeit dan trager,
maar concurrerende saprofyten kunnen ook worden geremd. Het kan 1-2 dagen langer duren voor R. solanacearum
karakteristieke kolonies vormt en de rode verkleuring kan lichter en diffuser zijn dan op Bacto-Agar.

3. Een verhoging van de bacitracineconcentratie tot 2 500 U/1 kan concurrerende bacteriepopulaties remmen
zonder de groei van R. solanacearum te hinderen.

Media en geconcentreerde antibioticaoplossingen in het donker bij 4 °C bewaren en binnen de maand gebruiken.
De platen moeten voor gebruik vrij zijn van condens.
Droog ze echter niet te veel.

Controleer de kwaliteit van elke nieuw bereide charge medium door een suspensie van een referentiecultuur van
R. solanacearum uit te platen (aanhangsel 3) en te kijken of na 2-5 dagen incubatie bij 28 °C karakteristieke kolonies
verschijnen.

¢) Gevalideerde ophopingsmedia

SMSA-bouillon (Elphinstone e.a. (1996))

Zelfde recept als selectief agarmedium SMSA, maar zonder Bacto-Agar en 2,3,5-tetrazoliumchloride.
Gemodificeerde Wilbrink-bouillon (Caruso e.a. (2002))

Sucrose 10g
Proteosepepton 5¢g
K2HPO4 05¢g
MgSO4 025¢g
NaNO3 025¢g

Gedestilleerd water 11
Steriliseer in de autoclaaf (15 minuten, 121 °C) en laat afkoelen tot 50 °C.

Voeg dezelfde antibioticavoorraadoplossingen toe als voor SMSA-bouillon.

Aanhangsel 3

A. In de handel verkrijgbaar gestandaardiseerd controlemateriaal

a) Bacterie-isolaten

Als standaardreferentie voor positieve controle (tabel 1) of bij de optimalisering van de tests om kruisbesmetting
te voorkomen (tabel 2) worden de volgende bacterie-isolaten aanbevolen. Alle stammen zijn verkrijgbaar bij :

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

2. Cultuurcollectie van de Plantenziektenkundige Dienst, Wageningen, Nederland;

3. Collection Francaise de Bactéries Phytopathogeénes (CFBP), INRA, Station de Phytobactériologie, Angers,
Frankrijk.
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NCPPB 4153
NCPPE 4154
NCPPB 3857
NCPPB 1584
NCPPB 2505
NCPPB 4155
NCPPB 4156 ()
NCPPB 4157
NCPPB 4158
NCPPB 4160
NCPPB 4161
NCPPB 325
NCPPB 3967
NCPPB 4028
NCPPB 3985
NCPPB 3989
NCPPB 3996
NCPPB 3997
NCPPB 4029
NCPPB 4005
NCPPB 4011

Tabel 1 SMT-referenties voor isolaten van R solanacasmim

6
10
12
23
24
26

710
66
19
69
76
41
a2
43
44
45
46
47
48
49

50

CFBP 4582, Pr 3020, EURS1 |
CFBP 4585, 550, EURS21

CFBP 4587, Ir 1140, EURS26

CFBP 4598, EURS49

CFBP 4599, EURSS0

CFBP 4601, 502 EURSSS

PD 2762, CFBP 3857

LNPV 15.59

CFBP 4608, Port 448, EURSS0, NCPPB 4066
IVIA-1632-2

B3B

CFBP 2047, KEL60-1, R842

CFBP 4610, R285, GONg7

CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205
CFBP 4612, R578, CIP312

CFBP 4613, R568, C1P226

CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225
CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131a
CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861
CFBP 4616, R470

CFBP 4617, R288, HEmps2

Egypte
Turkije

Engeland

Zweden
Belgi¢

Frankrijk
Portugal
Spanje
Duitsland
Vs

Costa Rica

Colombia

Brazilié

Australé

sri Lanka
Filipijnen

) Gebruken abs standaardreferentiestam win R. solanacasrem biovar 2 fras ).

NB: Alleen van een athenticke culnarcollectie akomstige sammen zijn gegarandeend amhentick.
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Tabel 2 SMT-referenties van serologisch of genetisch verwante bacterién voor optimalisering van de detectictests

NCPPB 4162
NCPPB 4163
INCPPB 4164
NCPPB 4165
INCPPB 4166

NCPPB 4167

NCPPB 1127
NCPPB 353
NCPPB 945
NCPPB 3708
NCPPB 3590
NCPPB 3726

NCPPB 4168

NCPPB 4169
NCPPB 4170

NCPPB 4171

INCPPB 4172
NCPPB 4173
NCPPB 4174

51
52

58

60

53
54
55
56
57
59

61

62
63

64

65

81

CFBP 1954
CFBP 1538
CFBP 2227
CFBP 2459

CFBP 3567
CSL Pr1150

CFBP 4618
PD 2778

CFBP 3575
CFBP 3572
CFBP 3569
CFBP 3574
CFBP 3573
CFBP 3568

CFBP 4619
PO $339

IPO 1695

CFBP 4621
IPO S306

CFBP 4622
IPO 1693

PO 1696a
PD 2318
IVIA | 844,06

Badllus pobymya (')

Pseudomonas marginalis pv. marginalis (*)
Burkholdenia cepacia (?)

Ralstonia pickerni (2)

Ralstonia picketsi (')

Ralstonia sp. ()

Burkholderia andropogonis ()
Burkholderia catyophylli (')
Buriholdena cepacia (')
Burkholdenia gumac (')
Burkholderia plantarii (')

Pseudomonas celebensis” (Banana Blood Disease Bac-

terium) () (%) ()
Enterobaaer sp. (*)

Enterobaaer sp. (*)
Ochrobactram anthropi {*) (7)

Curntobactenum sp. (') (%)

Pseudomonas sp. (')
Aureobaderium sp. (2)
Flavobaaenium sp. (') (%)

(') Kruisreactie in serumtests (IF, ELISA) met pobklonale antiserums mogeligk.

(%) Stam waaruk in sommige laboratoria PCR-product kan worden geamphificeerd 1ot een lengre die vergelijkbaar is mer de bij

gebruik van de specifieke primers OLI-1 en Y-2 verwachte lengte (zie @anhangsel 6).
(" Waarschijnlijk kruisreagerend in de meeste tests. maar alleen op banaan in Indonesié waargenomen,
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b) In de handel verkrijgbaar gestandaardiseerd controlemateriaal
Het onderstaande controlemateriaal is verkrijgbaar bij de NCPPB
Gevriesdroogde pellet van extract van 200 gezonde aardappelknollen, als negatieve controle voor alle tests.

Gevriesdroogde pellet van extract van 200 gezonde aardappelknollen met 103-104 of 104-106 cellen R. solanacearum
biovar 2 (stam NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857), als positieve controle voor serum- en PCR-tests. Niet geschikt als
standaardcontrole voor isolatietests of bioassays, aangezien vriesdrogen de levensvatbaarheid van de cellen aantast.

Met formaline gefixeerde suspensies van 106 cellen/ml R. solanacearum biovar 2 (stam NCPPB 4156 = PD 2762 =
CFBP 3857), als positieve controle voor serumtests.

B. Bereiding van positieve en negatieve controles voor de screeningstests (PCR/IF en FISH)

Maak een 48 uur oude cultuur van een virulente stam van R. solanacearum ras 3/biovar 2 (bv. NCPPB 4156 = PD
2762 = CFBP 3857) op SMSA-basismedium en suspendeer deze in 10 mM fosfaatbuffer tot een celdichtheid van
ongeveer 2 x 108 kve/ml. Dit wordt meestal bereikt met een licht troebele suspensie met een optische dichtheid van
0,15 bij 600 nm.

Neem stukjes uit het naveleinde van 200 knollen van een partij aardappelen met blanke schil waarvan bekend is
dat deze vrij zijn van R. solanacearum.

Verwerk de stukjes op de gebruikelijke wijze en resuspendeer de pellet in 10 ml.

Doe in tien steriele microvaatjes van 1,5 ml telkens 900 ul geresuspendeerde pellet.
Breng 100 pl van de suspensie van R. solanacearum over in het eerste microvaatje. Vortex.
Doe in de volgende vijf microvaatjes telkens een decimale verdunning.

De zes microvaatjes met bacterién worden als positieve controle gebruikt. De vier microvaatjes zonder bacterién
worden als negatieve controle gebruikt. Etiketteer de microvaatjes als zodanig.

Doe aliquots van 100 ul in steriele microvaatjes van 1,5 ml om van elk controlemonster negen duplicaten te maken.
Bewaar deze tussen — 16 en — 24 °C tot gebruik.

De aanwezigheid en concentratie van R. solanacearum in de controlemonsters moet eerst met IF bevestigd worden.

Doe voor de PCR-test bij elke reeks analysemonsters een DNA-extractie van de positieve en negatieve
controlemonsters.

Test voor de IF- en de FISH-test bij elke reeks analysemonsters ook de positieve en negatieve controlemonsters.

Bij de IF-, FISH- en PCR-tests moet R. solanacearum ten minste worden gedetecteerd in de positieve controles met
106 en 104 cellen/ml en mag de bacterie in geen van de negatieve controles worden gedetecteerd.
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Aanhangsel 4

Buffers voor testprocedures

ALGEMEEN : Ongeopende gesteriliseerde buffers kunnen maximaal een jaar bewaard worden.

1. Buffers voor de extractieprocedure

1.1. Extracticbuffer (50 mM fosfaatbuffer, pH 7,0)

Deze buffer wordt gebruikt voor de extractie van de bacterie uit plantenweefsel door homogenisatie of schudden.

Na HPO, {watervri)) 42p
KH,PO, 272
Gedestilleerd water 1.001

Los de ingrediénten op, controkeer de pH en steriliseer in de autoclaal (15 minuten. 121 "0

De volgende extra bestanddelen kunnen van pas komen:

Dod Hoevedhadd (per 1)
Lubrol-vhokken Omvlokkingsmiddel ) 05¢
DC siliconen-antischuim Antischuimmiddel () 1.0ml
Tetranatrium pyrofosfast Antioxidans 1.0g
Polyvinylpyrrolidon-40000 (PVP-40) Binding van PCR-remmers S0g

) Voor gebruk bij de homogenisatie-ear scriemethode

1.2. Pdletbuffer (10 mM fosfaabulfer, pH 7.2)

Deze buffer word gebrukr om de enracen van de sikjes navelande te resuspenderen en te verdunnen nadar ze
door centrifugeren in een pellet geconcentreerd zijn.

NaHPOL1 2H,0 L7g
NaH PO, 2H,0 04¢
Gedestilleerd water 101

Los de ingrediénten op, controleer de pH en steriliseer in de autoclaafl (15 minuen, 121 *CL

2. Buffers voor de IF-test

2.1. [F-buffer (10 mM fosfaagebufferde fysiologische zoutoplossing (FBS), pH 7.2)

Deze buffer wordt gebruikt voor het verdunnen van antilichamen.

Na PO, 12H,0 17¢
NaH, PO, 2H,0 04p
NaCl 30¢g
Gedestilleend water Lol

Los de ingrediénten op, controkeer de pH en geriliseer in de awtockal (15 minuten, 121 °Ch.
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22,

23,

3l

32,

33

14

[F-buffer-Tween
Deze buffer wordt gebruike voor het wassen van de objectglaasjes.

Voeg 0.1 % Tween 20 aan de F-buffer toe,

Fasfaatgebudferde glycerol pH 7.6

Deze buffer wordr gebruike als inbedvlocistof op de vensters van de F-glaasjes om de fluorescentic te versterken,

Na,HPO, 12H,0 32g
NaH ;PO 2H,0 015¢g
Glyceral 50ml
Gedestilleerd water 100m]

Amntifading inbedmiddelen zijn in de handel verkrijgbaar, bv. Vectashield™ (Vector Laberatories) of Citiflucr® {Leica).

Buffers voor de indirecte ELISA

Coatingbuffer van dubbele sterkte, pH 9.6

Na,CO, 6,369
NaHCO, 11.72¢
Gedestilleerd water 1,001

Los de ingrediénten op. controleer de pH en steriliseer in de autockaf (15 minuten, 121 °C).

Na riumsu lfiet 0,2 % kan zo nodig als antioxidans worden toegevoepd om de vorming van geoxideerde aromatische
verbindingen tegen te gaan

10X fosfaatgebufferde fysiologische zoutoplossing (PBS). pH 7.4

NaCl 800¢
KH,PO, 20g
Na,HPO, 12H,0 290
Ka 20
Gedestilleerd water 101
PBS-Tween

10X PBS 100ml
10 % Tween 20 S5ml
Gedestilleerd water 895ml

Blokkeerbuffer {voor antilichamen) imoe vers bereid worden)

10X PBS 10,0 ml
Polyvinylpym olidon- 44000 20
(PVP-44)

10 % Tween 20 0.5ml
Melkpoeder 05¢

Gedestilleerd water aanvullen tot 100 ml
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3.5

4.1.

4.2

4.3

LR S

Oplossing van alkalischefosfatasesubstraat, pH 9.8

Diethanolamine a7 ml
Gedestilleerd water 800 ml

Meng en breng de pH met geconcentreerd HCl op 9,8,

Vul met gedestilleerd water aan tot 1 L

Voeg 0,2 g Mg, toe.

Los per 15 ml oplossing twee fosfatasesubstraattabletten van 5 mg (Sigma) op.

Buffers voor DASI-ELISA

Coatingbuffer, pH 9.6

Na,CO, 159¢g
NaHCO, 293
Gedestilleerd water 1 000 ml

Los de ingrediénten op en controleer de pH (9.6).

10X fosfaatgebufferde fysiologische zoutoplossing (PBS). pH 7,2-7.4
NaCl 800¢g

NaH,PO,.2H,0 40g

NaHPO,12H,0 270g

Gedestilleerd water 1 000 ml

PBS-Tween

10X PBS 50 ml

10 % Tween 20 5ml

Gedestilleerd water 950 ml

Substraatbuffer, pH 9.8

Diethanolamine 100 ml
Gedestilleerd water 900 ml

Meng en breng de pH met geconcentreerd HCl op 9.8,
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Aanhangsel 5
Bepaling van het besmettingsniveau met de IF- en de FISH-test
1. Tel het gemiddelde aantal typische fluorescerende cellen per veld (c).

2. Bereken het aantal typische fluorescerende cellen per venstertje van het objectglaasje (C).

C=cxS/s
waarbij S = oppervlakte van een venstertje van het objectglaasje
en s = oppervlakte van het objectiefveld

s = mi2/4G2K2
waarbij :
i = veldcoéfficiént (tussen 8 en 24, athankelijk van het type oculair),
K = buiscoéfficiént (1 of 1,25),
G = vergrotingsfactor (100x, 40x enz.) van het objectief
3. Bereken het aantal typische fluorescerende cellen per ml geresuspendeerde pellet (N).
N=Cx1000/y xF
waarbij y = volume van de geresuspendeerde pellet op het venster,

en F = verdunningsfactor van de geresuspendeerde pellet.

Aanhangsel 6
Gevalideerde PCR-protocollen en -reagentia

NB : Bij de voorbereidende tests moeten 103-104 cellen R. solanacearum per ml monsterextract reproduceerbaar gedetecteerd
worden. De voorbereidende tests mogen verder geen fout-positieve uitslagen vertonen bij een selectie van bacteriestammen
(aanhangsel 3).

1. PCR-protocol van Seal e.a. (1993)
1.1. Oligonucleotide-primers
Forward primer OLI- 5-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3

Reverse primer Y-2 5-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3

Verwachte ampliconlengte voor template-DNA van R. solanacearum = 288 bp
1.2. PCR-reactiemix

Reagens Hoeveelheid per reactic Eindoongentratic

Sreriel UPW 17,65 pl
10X PCR-buffer (') (MgCl, 15 mM) 25pl 1X (MgCly 1,5 mM)
dNTP-mix (20 mM) 0,25u 0.2 mM
Primer OLL-1 {20 pM) 1.25 ¢l TuM
Primer Y-2 (20 M) 1,25 1M
Tag-polymerase (5 Ujul) (') 0,1 ul 05U
Monstervolume 2.0pl

Totaalvolume: 25 pl

(' Do methode s gevalideerd met Tag-polymerase van Perkin Elmer (AmpliTaq) en Giboo BRL.
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1.3. PCR-reactiecondities

Werk het volgende programma af :

1 cyclus van : i) 2 minuten bij 96 °C (denaturatie van het template-DNA)

35 cycli van ii) 20 seconden bij 94 °C (denaturatie van het template-DNA)

iif) 20 seconden bij 68 °C (annealing van de primers)

iv) 30 seconden bij 72 °C (extensie van de kopie)

1 cyclus van : ) 10 minuten bij 72 °C (laatste extensie)

vi) koeling op 4 °C.

NB : Dit programma is geoptimaliseerd voor een Perkin Elmer 9600 thermal cycler. Bij gebruik van andere

modellen moet de duur van de cycli ii), iii) en iv) wellicht gewijzigd worden.

1.4. Restrictie-enzymanalyse van de amplicons

Uit DNA van R. solanacearum geamplificeerde PCR-producten leveren met het enzym Ava II na incubatie bij 37 °C

een kenmerkend polymorfisme van de restrictiefragmentlengte op.

2. PCR-protocol van Pastrik en Maiss (2000)

2.1. Oligonucleotide-primers
Forward primer Ps-1

Reverse primer Ps-2

Verwachte ampliconlengte voor template-DNA van R. solanacearum = 553 bp.

2.2. PCR-reactiemix

5’-agt cga acg gca gcg ggg g-3’

5-ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca-3’

Reagens Hoeveelheid per reactic Eindconcentrarie

Steriel UPW 16,025 pl
10X PCR-buffer (1) L5l 1X MgCly 1.5 mM)
BSA (Fractie W) (10 %) 0,25 pl 1%
ANTP-mix (20 mM) 0,125 ul i1 mM
Primer Ps-1 (10 pM) 0,5l 0,2 pM
Primer Ps-2 (10 pM) 0,5 pl 0.2 pM
Tag-polymerase (5 Ufpl) (1) 0,1 pl 05U
Monstervolume 5,0pl

Totaalvolume: 25,0 pul

(% D methode is gevalideerd met Tag-polvmerase van Perkin Elmer (AmpliTag) en Giboo BRL.

NB: Oorspronkelik geoptimaliseerd voor een M) Research FTC 200 thermal cycler met Giboo Tag-polymerase.

Ferkin Elmer AmpliTag en de buffer kunnen ook bij dezelfde concentratic worden gebruika.
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2.3. PCR-reactiecondities

Werk het volgende programma af :

1 cyclus van : i) 5 minuten bij 95 °C (denaturatie van het template-DNA)

35 cycli van ii) 30 seconden bij 95 °C (denaturatie van het template-DNA)
iit) 30 seconden bij 68 °C (annealing van de primers)

iv) 45 seconden bij 72 °C (extensie van de kopie)

1 cyclus van : v) 5 minuten bij 72 °C (laatste extensie)
vi) koeling op 4 °C.

NB : Dit programma is geoptimaliseerd voor een MJ Research PTC 200 thermal cycler. Bij gebruik van andere

modellen moet de duur van de cycli ii), iii) en iv) wellicht gewijzigd worden.
2.4. Restrictie-enzymanalyse van de amplicons

Uit DNA van R. solanacearum geamplificeerde PCR-producten leveren met het enzym Taq I na 30 minuten incubatie
bij 65 °C een kenmerkend polymorfisme van de restrictiefragmentlengte op. De uit R. solanacearum-specifiek fragment
verkregen restrictiefragmenten zijn 457 en 96 bp lang.

3. Multiplex-PCR-protocol met interne PCR-controle (Pastrik e.a. (2002))

3.1. Oligonucleotide-primers

Forward primer RS-1-F 5-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3’
Reverse primer RS-1-R 5’-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3’
Forward primer NS-5-F 5-AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAA G-3'
Reverse primer NS-6-R 5-GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC-3’

Verwachte ampliconlengte voor template-DNA van R. solanacearum = 718 bp (RS-primerset).
Verwachte ampliconlengte voor de 185 rRNA interne PCR-controle = 310 bp (NS-primerset).

3.2. PCR-reactiemix

Reagens Hoeveelheid per reactic Eindconcentratie

Steriel UPW 12,625 pl
10X PCR-buffer (*) MgCl, 15 mM) 25ul 1X MgCl, 1,5 mM)
BSA (fractie V) (10 %) 0,25 pl 0,1 %
dANTP-mix (20 mM) 0,125 pl 0.1 mM
Primer RS-1-F (10 pM) 20pul 0.8 uM
Primer RS-1-R (10 pM) 2,0pl 0.8 pM
Primer NS-5-F (10 pM) (3) 0.15pul 0,06 pM
Primer NS-6-R (10 pM) (%) 015 pl 0,06 pM
Tag-polymerase (5 Ujul) (') 0,2 pl 10U
Monstervolume 50l

Totaalvolume: 250 pl

(1} De methode is gevalideerd met Tag-polymerase van Perkin Elmer (AmpliTaq) en Gibco BRL.

*) De concentratic van de primers NS-5-F en NS-6-R is geoptimaliseerd voor de extractic van stukjes naveleinde van aardappel met
de homogenisatiemethode en DNA-zuivering volgens Pastrik (2000) (VI.A.6.1.a). Als de extractie worck ultgevoerd door schud-
den of andere DNA-isolatiemethoden moeten de reagensconcentraties opnicuw geoptimaliseerd worden.
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3.3. PCR-reactiecondities

Werk het volgende programma af :

i) 5 minuten bij 95 °C (denaturatie van het template-DNA)
ii) 30 seconden bij 95 °C (denaturatie van het template-DNA)

1 cyclus van :
35 cycli van :
iif) 30 seconden bij 58 °C (annealing van de primers)
iv) 45 seconden bij 72 °C (extensie van de kopie)
1 cyclus van : v) 5 minuten bij 72 °C (laatste extensie)
vi) koeling op 4 °C.
NB : Dit programma is geoptimaliseerd voor een MJ Research PTC 200 thermal cycler. Bij gebruik van andere
modellen moet de duur van de cycli ii), iii) en iv) wellicht gewijzigd worden.
3.4. Restrictie-enzymanalyse van de amplicons

Uit DNA van R. solanacearum geamplificeerde PCR-producten leveren met het enzym Bsm I of een isoschizomeer
(bv. Mva 1269 I) na 30 minuten incubatie bij 65 °C een kenmerkend polymorfisme van de restrictiefragmentlengte op.

4. Biovar-specifiek PCR-protocol voor R. solanacearum (Pastrik e.a. (2001))
4.1. Oligonucleotide-primers

5-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3’
5-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-%
5-TTC ACG GCA AGA TCG CTC-3’

Forward primer Rs-1-F
Reverse primer Rs-1-R

Reverse primer Rs-3-R

Verwachte ampliconlengte voor template-DNA van R. solanacearum :
met Rs-1-F/Rs-1-R = 718 bp;

met Rs-1-F/Rs-3-R = 716 bp.

4.2. PCR-reactiemix

a) PCR specifiek voor biovar 1/2

Reagens Hoeveelheid per reactie Eindconcentrat ie

Steriel UPW 12,925l
10X PCR-buffer ") 25u IX (Mgd, 1,5 mM)
BSA fractie V) (10%) 0,25 ul 01 %
ANTP-mix (20 mM) 0125 0,1 mM
Primer Rs-1-F {10 pM) 24l 0.8 uM
Primer Rs-1-R (10 pM) 2ul 0,8 uM
Tag-polymerase (5 Uful) () 02yl 1u
Monstervolume 5.0 ul

Totaalvolume: 25.0ul
(') De methode is gevalideerd mer Tag polymerase van Perkin Elmer (AmpliTag) en Gibco BRL

b) PCR specifiek voor biovar 3/4/5
Reagens Hoeveelheid per reactie Eindconcentrasie

Steriel UPW 14,925 ul
10X PCR-buffer (*) 254l X (MgQl; 1,5 mM)
BSA ffractie V) (10 %) 0,25l 01 %
dANTP-mix (20 mM) 0,125ul 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 pM) 1yl 0.4 M
Primer Rs-3-R (10 pM) 1pl 0,4 uM
Tag-polymerase (5 Uful) ') 0.2 ul 1U
Monstervolume 5.0 ul

Totaalvolume: 2504l

(') De methode is gevalideerd met Tag- polymerase van Perkin Elmer (AmpliTag) en Gibeo BRL.
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4.3. PCR-reactiecondities
Werk het volgende programma af, zowel voor biovar 1/2 als voor biovar 3/4/5 :
1 cyclus van : i) 5 minuten bij 95 °C (denaturatie van het template-DNA)
35 cycli van : ii) 30 seconden bij 95 °C (denaturatie van het template-DNA)
iii) 30 seconden bij 58 °C (annealing van de primers)
iv) 45 seconden bij 72 °C (extensie van de kopie)
1 cyclus van : v) 5 minuten bij 72 °C (laatste extensie)
vi) koeling op 4 °C.
NB : Dit programma is geoptimaliseerd voor een MJ Research PTC 200 thermal cycler. Bij gebruik van andere
modellen moet de duur van de cycli ii), iii) en iv) wellicht gewijzigd worden.
4.4. Restrictie-enzymanalyse van de amplicons

Met de primers Rs-1-F en Rs-1-R uit DNA van R. solanacearum geamplificeerde PCR-producten leveren met het
enzym Bsm I of een isoschizomeer (bv. Mva 1269 I) na 30 minuten incubatie bij 65 °C een kenmerkend polymorfisme
van de restrictiefragmentlengte op. Met de primers Rs-1-F en Rs-3-R uit DNA van R. solanacearum geamplificeerde
PCRproducten hebben geen restrictiesites.

5. Bereiding van de laadbuffer

5.1. Broomfenolblauw (10 %, voorraadoplossing)
Broomfenolblauw 5¢g

Gedestilleerd water (bidest) 50 ml

5.2. Laadbulffer

Glycerol (86 %) 3,5 ml
Broomfenolblauw (zie 5.1) 300 ul
Gedestilleerd water (bidest) 6,2 ml

6. 10X TAE-buffer (Tris-acetaat-EDTA), pH 8,0

Tris-buffer 48,40 g
IJsazijn 11,42 ml
EDTA (dinatriumzout) 372 ¢
Gedestilleerd water 1,001

Verdun tot 1x voor gebruik.
De buffer is ook in de handel verkrijgbaar (bv. Invitrogen of gelijkwaardig).

Aanhangsel 7

Gevalideerde reagentia voor de FISH-test

1. Oligo-probes

R. solanacearum-specifieke probe OLI-1-CY3 : 5-GGC AGG TAG CAA GCT ACC CCC-3’
Niet-specifieke eubacteriéle probe EUB-338-FITC : 5-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-¥
2. Fixatief

[LET OP! HET FIXATIEF BEVAT HET GIFTIGE PARAFORMALDEHYDE. DRAAG HANDSCHOENEN EN ADEM
DE DAMPEN NIET IN. WERK IN EEN ZUURKAST.]

i) Verwarm 9 ml water van moleculair-biologische kwaliteit (bv. ultrazuiver water, UPW) tot ongeveer 60 °C en
voeg 0,4 g paraformaldehyde toe. Het paraformaldehyde lost op na toevoeging van 5 druppels NaOH 1 N en roeren
met een magneetroerder.

ii) Breng de pH op 7,0 door toevoegen van 1 ml fosfaatbuffer (PB) 0,1 M (pH 7,0) en 5 druppels HCl 1 N. Controleer
de pH met indicatorpapier en corrigeer zo nodig met HCI of NaOH. [LET OP! GEBRUIK GEEN PH-METER IN
OPLOSSINGEN DIE PARAFORMALDEHYDE BEVATTEN.]

iii) Filtreer de oplossing over een membraanfilter van 0,22 im en bewaar stofvrij bij 4 °C tot gebruik.

3. 3X hybmix

NaCl 2,7M

Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)
EDTA (gefiltersteriliseerd en geautoclaveerd) 15 mM

Verdun tot 1X voor gebruik.
4. Hybridisatieoplossing

1X hybmix

Natriumdodecylsulfaat (SDS) 0,01 %
Formamide 30 %,
probe EUB 338 5ng/ul
probe OLI-1 of OLI-2 5ng/pl

Bereid hoeveelheden hybridisatieoplossing zoals in tabel 1 aangegeven. Voor elk objectglaasje (dat twee
verschillende monsters in duplo bevat) is 90 ul hybridisatieoplossing nodig. BELANGRIJK : FORMAMIDE IS ZEER
GIFTIG. DRAAG HANDSCHOENEN EN NEEM VOORZORGEN!
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Tabel 1 Hoeveelheden te bereiden hybridisatieoplossing

Aanal glaasjes 1 4 [ ] 10
Steriel UPW 23,1 924 1386 1848 2310
3X hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1% SDS 09 3.6 5.4 7.2 9.0
Formamide 27,0 108,0 1620 2160 270,0
Probe EUB 338 (100 ng/pl) 4.5 180 270 36,0 45,0
Probe OLI-1 of OLE2 (100 nglul) 45 180 7.0 36,0 45.0
Totaalvolume () | 90,0 360,0 540,0 7200 900,0

NEB:  Alle oplossingen die lichigevoelige oligo-probes bevatten, mocten bij — 20 °C In bet donker bewaard worden en tiidens het gebrulk
tegen direct zonlicht en kunstlicht worden beschermd.

5. 0,1 M fosfaatbuffer, pH 7,0

Na2HPO4 852¢g
KH2PO4 544 ¢
Gedestilleerd water 1,001

Los de ingrediénten op, controleer de pH en steriliseer in de autoclaaf (15 minuten, 121 °C).

Aanhangsel 8

Aubergine- en tomatenteelt

Zaai zaad van tomatenplanten (Lycopersicon esculentum) of aubergineplanten (Solanum melongena) in gepasteuri-
seerde zaaigrond. Zaailingen met volledig ontwikkelde zaadlobben (10-14 dagen) worden overgepoot in gepasteuri-
seerde potgrond.

Teel de aubergine- of tomatenplanten voor de inoculatie in een kas met de volgende omgevingsomstandigheden :

daglengte : 14 uur of natuurlijke daglengte indien groter;
temperatuur : overdag : 21-24 °C,
’s nachts : 14-18 °C;
Vatbaar tomatenras : “Moneymaker”;
Vatbaar aubergineras : “Black Beauty”;
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aardappelen (Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi ef al.)
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Van Koningswege :

De Minister van Landbouw,
Mevr. S. LARUELLE

Bijlage III
Biologisch testmateriaal

1. Bij elke vermoede aanwezigheid van het organisme waarvoor bij de screeningtest(s) volgens de in bijlage II
beschreven methoden voor het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal en voor alle andere gevallen een positieve
reactie werd vastgesteld die volgens die methoden moet worden bevestigd of ontkend moet het volgende worden
bijgehouden en in gepaste omstandigheden bewaard tot die methoden volledig zijn uitgevoerd :

a) alle bemonsterde knollen en voor zover mogelijk alle bemonsterde planten,

b) het resterende extract en de daarbij gemaakte preparaten voor de screeningtests, bijvoorbeeld de immunofluo-
rescentiepreparaten en

¢) alle relevante documentatie
Waar nodig kunnen rassenproeven worden gedaan op de bewaarde knollen.
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2. Als de aanwezigheid van het organisme wordt bevestigd, moet het volgende worden bijgehouden en in gepaste
omstandigheden bewaard :

a) het in punt 1 bedoelde materiaal en

b) indien nodig een monster van de door inoculatie van het knol- of plantenextract besmette tomaat of aubergine,
en

c) de geisoleerde cultuur van het organisme

gedurende ten minste een maand na kennisgeving aan de andere lidstaten en aan de Europese Commissie van de
conform artikel 5, § 1, verklaarde besmetting

Gezien om te worden gevoegd bij ons besluit van 26 januari 2014 betreffende de bestrijding van bruinrot in
aardappelen (Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi ef al.)

FILIP

Van Koningswege :

De Minister van Landbouw,
Mevr. S. LARUELLE

Bijlage IV
Bepaling van de omvang en van de primaire oorsprong van de besmetting
Het in artikel 5, § 1, punt a) i) bedoelde onderzoek omvat, voorzover van toepassing, de volgende elementen :
i) de productieplaatsen waar :

a) aardappelen worden of zijn geteeld die klonaal verwant zijn aan de aardappelen waarvan is geconstateerd dat
ze met het organisme besmet zijn,

b) tomaten worden of zijn geteeld uit dezelfde bron als die van de tomaten die met het organisme besmet blijken
te zijn,

¢) aardappelen of tomaten worden of zijn geteeld die onder officieel toezicht zijn geplaatst omdat vermoed wordt
dat het organisme erop voorkomt,

d) aardappelen worden of zijn geteeld die klonaal verwant zijn aan de aardappelen die zijn geteeld op
productieplaatsen waarvan is vastgesteld dat ze besmet zijn met het organisme,

e) aardappelen of tomaten worden of zijn geteeld en die dicht bij productieplaatsen liggen die besmet zijn of
rechtstreeks of via loonwerkbedrijven in contact kunnen zijn geweest met dezelfde landbouwmachines of
productievoorzieningen,

f) voor irrigatie of beregening oppervlaktewater wordt gebruikt waarvan vermoed wordt of bevestigd is dat het
besmet is met het organisme,

g) voor irrigatie of beregening oppervlaktewater wordt gebruikt dat ook wordt gebruikt op productieplaatsen
waarvan vermoed wordt dat ze met het organisme besmet zijn,

h) overstroming plaatsvindt of heeft plaatsgevonden met oppervlaktewater waarvan vermoed wordt of bevestigd
is dat het met het organisme is besmet en

ii) oppervlaktewater voor irrigatie, beregening of overstroming van velden of productieplaatsen waarvan
bevestigd is dat ze met het organisme besmet zijn.

Gezien om te worden gevoegd bij ons besluit van 26 januari 2014 betreffende de bestrijding van bruinrot in
aardappelen (Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi ef al.)

FILIP

Van Koningswege :

De Minister van Landbouw,
Mevr. S. LARUELLE

Bijlage V
Bepaling van de omvang van de waarschijnlijke besmetting en van de mogelijke besmetting
Bepaling van de omvang van de waarschijnlijke besmetting

1. Voor het bepalen van de omvang van de waarschijnlijke besmetting als bedoeld in artikel 5, § 1, a) iii) en c) iii),
moet rekening worden gehouden met de volgende elementen :

a) in de lijst opgenomen plantaardig materiaal dat is geteeld op een krachtens artikel 5, § 1, a) ii) besmet verklaarde
productieplaats,

b) productieplaatsen die in contact kunnen zijn geweest met in de lijst opgenomen plantaardig materiaal dat
krachtens artikel 5, § 1, a) ii) besmet is verklaard of die rechtstreeks of via loonwerkbedrijven in contact kunnen zijn
geweest met dezelfde landbouwmachines of faciliteiten,

¢) in de lijst opgenomen plantaardig materiaal dat op de in b) bedoelde productieplaatsen is geteeld of daar
aanwezig was in de periode waarin krachtens artikel 5, § 1, a) ii) besmet verklaard in de lijst opgenomen plantaardig
materiaal aanwezig was op in a) bedoelde productieplaatsen,
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d) plaatsen waar in de lijst opgenomen plantaardig materiaal afkomstig uit in a) tot ¢) bedoelde productieplaatsen
wordt behandeld,

e) machines, voertuigen, gebouwen, opslagplaatsen of delen daarvan en alle andere voorwerpen, verpakkings-
materiaal inbegrepen, die met krachtens artikel 5, § 1, a) ii) besmet verklaard in de lijst opgenomen plantaardig
materiaal in contact kunnen zijn geweest,

f) in de lijst opgenomen plantaardig materiaal dat is opgeslagen in of in contact is geweest met in e) genoemde
voorwerpen of inrichtingen voordat deze waren gereinigd of ontsmet,

g) op grond van de in artikel 5, § 1, a) i) bedoelde onderzoeken en tests, voor aardappelen, alle knollen of planten
met een klonale verwantschap via zuster- of uitgangsmateriaal met, en voor tomaat, alle planten uit dezelfde bron als
in de lijst opgenomen plantaardig materiaal dat krachtens artikel 5, § 1, a) ii), besmet is verklaard en waarvoor
besmetting via een klonaal verband waarschijnlijk lijkt, ook bij een negatieve testuitslag. Er kunnen rassenproeven
worden uitgevoerd om het ras van de besmette knollen en planten na te gaan,

h) plaatsen waar in g) bedoeld in de lijst opgenomen plantaardig materiaal wordt geteeld,

i) plaatsen waar in de lijst opgenomen plantaardig materiaal wordt geteeld en waar voor irrigatie of beregening
water wordt gebruikt dat krachtens artikel 5, § 1, ¢) ii) besmet is verklaard,

j) in de lijst opgenomen plantaardig materiaal dat is geproduceerd op velden die overstroomd zijn met
oppervlaktewater waarvan bevestigd is dat het besmet is.

Bepaling van de omvang van de mogelijke besmetting

2. Bij het bepalen van de mogelijke verspreiding als bedoeld in artikel 5, § 1, a) iv) en punt c) 7ii) wordt rekening
gehouden met :

i) in de gevallen bedoeld in artikel 5, § 1, a) iv),
a) de nabijheid van andere plaatsen waarop in de lijst opgenomen plantaardig materiaal wordt geteeld,
b) de gemeenschappelijke productie en het gemeenschappelijk gebruik van voorraden pootaardappelen,

c) het gebruik op de productieplaatsen van oppervlaktewater voor irrigatie of beregening van in de lijst
opgenomen plantaardig materiaal, wanneer er gevaar is of is geweest van oppervlaktewaterafvoer vanaf, of
overstroming van, krachtens artikel 5, § 1, a) ii) besmet verklaarde productieplaatsen;

ii) in gevallen waarin het oppervlaktewater besmet is verklaard krachtens artikel 5, § 1, ¢) iii) :

a) plaatsen waar in de lijst opgenomen plantaardig materiaal wordt geteeld die in de nabijheid liggen van, of
kunnen worden overstroomd met, besmet verklaard oppervlaktewater,

b) aparte irrigatiereservoirs waarin besmet verklaard oppervlaktewater kan zijn terechtgekomen;

c¢) waterlichamen die in verbinding staan met besmet verklaard oppervlaktewater, met inachtneming van :
1° stroomrichting en —snelheid van het besmet verklaarde water;

2° de aanwezigheid in het wild van waardplanten van de nachtschadefamilie.

Gezien om te worden gevoegd bij ons besluit van 26 januari 2014 betreffende de bestrijding van bruinrot in
aardappelen (Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi ef al.)

FILIP

Van Koningswege :

De Minister van Landbouw,
Mevr. S. LARUELLE

Bijlage VI

Bijzondere bestrijdingsmaatregelen
Maatregelen voor het verwijderen van besmet verklaarde knollen en planten

1. De in artikel 6, § 1, bedoelde maatregelen betreffende de verwijdering onder toezicht van het Agentschap van
krachtens artikel 5, § 1, a) ii) besmet verklaard plantaardig materiaal zijn :

a) gebruik als diervoeder na een warmtebehandeling die het risico dat het organisme overleeft, uitsluit, of

b) afvoer naar een officieel erkende stortplaats waar er geen aanwijsbaar risico is dat het organisme zich in het
milieu verspreidt, bijvoorbeeld door lekkage naar landbouwgrond of contact met water dat voor de beregening van
landbouwgronden kan worden gebruikt, of

c) verbranding, of

d) industriéle verwerking door rechtstreekse en onmiddellijke levering aan verwerkingsbedrijven die over officieel
erkende, adequate afvalverwijderingsinstallaties beschikken waarvan is vastgesteld dat er geen aanwijsbaar risico van
verspreiding van het organisme bestaat, en die over een systeem beschikken om ten minste de uitgaande voertuigen
te reinigen en te ontsmetten, of

e) andere maatregelen, op voorwaarde dat is vastgesteld dat er geen aanwijsbaar risico bestaat dat het organisme
zich kan verspreiden; van deze maatregelen moet onder opgave van de redenen ervoor aan de Commissie en de andere
lidstaten kennis worden gegeven.

Alle afvalstoffen die overblijven na of voortkomen uit de bovengenoemde behandelingen, worden door middel
van officieel erkende methoden verwijderd overeenkomstig bijlage VII bij Richtlijn 98/57/EG betreffende de bestrijding
van Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

Maatregelen met betrekking tot waarschijnlijk besmet verklaarde knollen en planten
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2. Het geéigende gebruik of de geéigende verwijdering van in artikel 6, § 2 bedoeld in de lijst opgenomen
plantaardig materiaal onder toezicht van het Agentschap waarbij moet worden gezorgd voor een adequate
communicatie tussen het Agentschap en, waar nodig, de bevoegde officiéle instanties van de betrokken lidstaten om te
garanderen dat dergelijk toezicht te allen tijde plaatsvindt alsmede op voorwaarde van de toestemming van het
Agentschap of, waar nodig, van de bevoegde officiéle instantie van de lidstaat waar de aardappelen verpakt of
verwerkt moeten worden, wat betreft de afvalverwijderingsinstallaties als bedoeld in het eerste en het tweede streepje
van punt i) van bijlage VII bij richtlijn 98/57/EG van de Raad van de Europese Gemeenschappen van 20 juli 1998
betreffende de bestrijding van Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., omvat :

i) voor aardappelknollen :

a) gebruik als consumptieaardappelen, verpakt voor rechtstreekse levering en gebruik zonder enige herverpak-
king, op een locatie met adequate afvalverwijderingsinstallaties. Pootaardappelen mogen op die locatie alleen worden
gehanteerd als dat gescheiden of na reiniging en ontsmetting gebeurt, of

b) gebruik als aardappelen bestemd voor industriéle verwerking, en bestemd voor rechtstreekse en onmiddellijke
levering aan een verwerkingsbedrijf met adequate afvalverwijderingsinstallaties en een systeem voor reiniging en
ontsmetting van ten minste de uitgaande voertuigen, of

c) enige andere vorm van gebruik of verwijdering, mits vaststaat dat er geen aanwijsbaar risico bestaat dat het
organisme zich verspreidt en onder voorbehoud van goedkeuring door het Agentschap of, desgevallend, door de
bevoegde officiéle instanties van de betrokken lidstaat of lidstaten;

ii) voor andere plantendelen, met inbegrip van stengels en bladafval :
a) vernietiging, of

b) enige andere vorm van gebruik of verwijdering, mits vaststaat dat er geen aanwijsbaar risico bestaat dat het
organisme zich verspreidt en onder voorbehoud van goedkeuring door het Agentschap.

Ontsmettingsmethoden

3. Afdoende methoden om de in artikel 6, § 3 bedoelde voorwerpen besmettingvrij te maken, zijn reiniging en,
waar nodig, ontsmetting, volgens methoden die ervoor zorgen dat er geen aanwijsbaar risico bestaat dat het organisme
zich verspreidt; ze worden toegepast onder toezicht van het Agentschap.

Maatregelen in de afgebakende zone

4. De verschillende in artikel 6, § 4, bedoelde maatregelen die het Agentschap moet uitvoeren in de krachtens
artikel 5, § 1, punt a) iv) en § 2 afgebakende zones zijn :

4.1. Wanneer productieplaatsen besmet werden verklaard conform artikel 1, § 1, a) ii) :

a) in een krachtens artikel 5, paragraaf 1, punt a) ii) besmet verklaard veld of besmet verklaarde productie-eenheid
voor beschutte teelt, hetzij :

i) gedurende ten minste vier teeltjaren na de verklaarde besmetting :

1° maatregelen om de opslag van aardappel- en tomatenplanten alsook van andere waardplanten van het
organisme, zoals onkruid van de nachtschadefamilie, te verwijderen

en

2° een verbod op het planten van :

I) knollen, planten of botanisch zaad van aardappelen,

II) tomatenplanten en -zaad,

III) al naargelang van de biologische eigenschappen van het organisme :

- andere waardplanten,

- Brassica spp. waarvoor een aanwijsbaar risico bestaat dat het organisme erin kan overleven,

- gewassen waarvoor een aanwijsbaar risico bestaat dat het organisme zich van daaruit kan verspreiden,

3° in het eerste oogstjaar voor aardappelen of tomaten dat volgt op de in punt a), i) bedoelde periode en op
voorwaarde dat het veld bij officiéle inspecties in ten minste de twee opeenvolgende aan de opplant voorafgaande
teeltjaren vrij is bevonden van opslag van aardappel- en tomatenplanten en van andere waardplanten, met inbegrip van
onkruid van de nachtschadefamilie :

I) voor aardappelen : uitsluitend de teelt van consumptieaardappelen wordt toegestaan,

II) voor aardappelen en tomaat : de geoogste knollen of tomatenplanten worden, al naargelang van het geval,
officieel getest volgens de in bijlage II beschreven procedure,

III) in het oogstjaar voor aardappelen of tomaten dat volgt op de in II) bedoelde campagne en na een passende
cyclus van vruchtwisseling van ten minste twee jaar als het gaat om de teelt van pootaardappelen, wordt er een officieel
onderzoek als bedoeld in artikel 3, paragraaf 1 uitgevoerd,

of
ii) gedurende de vijf teeltjaren die volgen op het jaar van besmetverklaring :

1° er worden maatregelen getroffen om de opslag van aardappel- en tomatenplanten alsook van andere in het wild
voorkomende waardplanten van het organisme, met inbegrip van onkruid van de nachtschadefamilie, te verwijderen,
en

2° het veld wordt gedurende de eerste drie jaar hetzij volledig braakgelegd, hetzij gebruikt voor graanteelt al
naargelang van het vastgestelde risico of als blijvend grasland dat herhaaldelijk kort wordt gemaaid of intensief wordt
begraasd, hetzij gebruikt voor de productie van graszaad, en in de twee volgende jaren beplant met niet-
waardgewassen waarvoor er geen aanwijsbaar risico is dat het organisme erin overleeft of zich van daaruit verspreidt,
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3°in het eerste oogstjaar voor aardappelen of tomaten dat volgt op de in 2°) bedoelde periode en mits het veld in
ten minste de twee opeenvolgende aan de opplant voorafgaande teeltjaren bij officiéle inspecties vrij is verklaard van
opslag van aardappel- en tomatenplanten en van andere waardplanten, met inbegrip van onkruid van de
nachtschadefamilie :

I) voor aardappelen : de teelt van poot- en consumptieaardappelen wordt toegestaan,

II) de geoogste aardappelknollen of de tomatenplanten worden getest volgens de in bijlage II beschreven
procedure;

b) op alle andere velden van de besmette productieplaats en mits ten overstaan van het Agentschap is aangetoond
dat het risico dat de opslag van aardappel- en tomatenplanten en van in het wild voorkomende waardplanten van het
organisme, met inbegrip van onkruid van de nachtschadefamilie, werd uitgeschakeld :

i) in het teeltjaar dat volgt op de besmetverklaring,

1°) verbod op het planten of zaaien van aardappelknollen, aardappelplanten, aardappelzaad of andere
waardplanten van het organisme, of

2°) voor aardappelknollen mag alleen gecertificeerd pootgoed worden geplant en dan nog uitsluitend voor de teelt
van consumptieaardappelen,

3°) voor tomatenplanten, uitsluitend planten verkregen van zaaizaad dat voldoet aan de criteria van het koninklijk
besluit voor de teelt van tomatenvruchten,

ii) in het tweede teeltjaar en ten minste in het derde teeltjaar dat volgt op de besmetverklaring :

1°) voor aardappelen wordt uitsluitend de opplant toegestaan van gecertificeerde pootaardappelen voor de teelt
van poot- of consumptieaardappelen,

2°) voor tomaat wordt uitsluitend de opplant toegestaan van tomatenplanten afkomstig van zaad dat voldoet aan
de criteria van het koninklijk besluit,

iif) in elk van de in i) en ii) bedoelde teeltjaren worden maatregelen genomen om de opslag van aardappelplanten
en van in het wild voorkomende waardplanten van het organisme, indien aanwezig, te verwijderen en wordt op
passende tijdstippen een officiéle inspectie van het gewas uitgevoerd en worden op elk aardappelveld officiéle tests op
de geoogste aardappelen uitgevoerd volgens de in bijlage II beschreven procedure;

¢) onmiddellijk na de besmetverklaring krachtens artikel 5, paragraaf 1, punt a) ii) en na het eerste daaropvolgende
teeltjaar :

i) alle machines en opslagfaciliteiten op de productieplaats die voor de aardappel- of tomatenteelt zijn gebruikt
worden gereinigd en zo nodig ontsmet volgens de in punt 3 van deze bijlage bedoelde adequate methoden,

ii) waar nodig worden officiéle controles verricht op de beregenings- en bespuitingsprogramma’s, inclusief het
verbod van dergelijke programma’s om verspreiding van het organisme te voorkomen;

d) in een krachtens artikel 5, paragraaf 1, punt a) ii) besmet verklaarde productie-eenheid voor beschutte teelt waar
het groeimedium volledig kan worden vervangen :

i) het planten of zaaien van aardappelknollen, -planten of botanisch aardappelzaad of andere waardplanten van
het organisme, met inbegrip van tomatenplanten en —zaad, wordt verboden tenzij in de productie-eenheid onder
officieel toezicht maatregelen zijn genomen om het organisme uit te roeien en alle waardmateriaal te verwijderen,
waarbij ten minste het groeimedium volledig is vervangen en de productie-eenheid en alle gereedschappen en
machines zijn gereinigd en zo nodig ontsmet, en het Agentschap daarna toestemming heeft gegeven om er aardappelen
of tomaten te telen, en

ii) bij de aardappelteelt worden gecertificeerde pootaardappelen of miniknollen of microplanten van geteste
bronnen gebruikt,

iii) bij de tomatenteelt wordt uitsluitend zaad gebruikt dat voldoet aan de criteria van het koninklijk besluit of, in
geval van vegetatieve vermeerdering, tomatenplanten die zijn verkregen uit dergelijk onder officieel toezicht geteeld
zaad,

iv) waar nodig worden officiéle controles verricht op de beregenings- of bespuitingsprogramma’s, inclusief het
verbod op dergelijke programma’s, om verspreiding van het organisme te voorkomen.

4.2. In de afgebakende zones moet het Agentschap, onverminderd de in punt 4.1 van deze bijlage genoemde maatregelen
toepassen :

a) ervoor zorgen dat alle machines en opslaginrichtingen op de productieplaats die bij de aardappel- of
tomatenteelt zijn gebruikt, onmiddellijk na de besmetverklaring worden gereinigd en zo nodig ontsmet volgens de in
punt 3 van deze bijlage beschreven adequate methoden;

b) onmiddellijk en gedurende ten minste drie teeltjaren na de verklaarde besmetting :
i) wanneer de afgebakende zone krachtens artikel 5, paragraaf 1, punt a) iv) is vastgesteld :

1° toezicht houden op de bedrijfsterreinen of —gebouwen waar aardappelknollen of tomaten worden geteeld,
opgeslagen of gehanteerd, en op de ruimten van bedrijven die volgens contracten materiaal inzetten dat wordt gebruikt
voor de productie van aardappelen of tomaten,

2° voorschrijven dat in die zone uitsluitend gecertificeerd pootgoed wordt gebruikt voor alle aardappelteelten in
die zone en dat de pootaardappelen die worden geoogst op de productieplaatsen waarvan krachtens artikel 5, § 1, a),
iii), werd vastgesteld dat zij waarschijnlijk besmet zijn, aan tests worden onderworpen,

3° voorschrijven dat in alle bedrijven binnen de zone de poot- en bewaaraardappelen gescheiden worden
gehanteerd of dat een systeem van reiniging en zo nodig ontsmetting wordt toegepast tussen het hanteren van
pootaardappelen en voorraden bewaaraardappelen,
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4° bepalen dat bij de tomatenteelt in die zone uitsluitend tomaten worden geplant die afkomstig zijn van zaad dat
voldoet aan de criteria van het koninklijk besluit,

5° een officieel onderzoek verrichten overeenkomstig artikel 3, § 1;

ii) als oppervlaktewater conform artikel 5, § 1, punt c) ii) besmet is verklaard of conform artikel 5, § 1, ¢), 7i) is
opgenomen in de lijst van elementen die een rol kunnen spelen bij mogelijke verspreiding van het organisme conform
bijlage V, punt 2 :

1° op geschikte tijdstippen een jaarlijks onderzoek uitvoeren, waarbij monsters van het oppervlaktewater en van
de betreffende waardplanten van de nachtschadefamilie in de betreffende waterbronnen worden genomen en getest
volgens de methoden in bijlage II voor het in de lijst opgenomen plantaardig materiaal en voor andere gevallen,

2°in de in artikel 6 § 2 bedoelde zones officiéle controles uitvoeren op de beregenings- en bespuitingsprogramma’s,
conform hetgeen bepaald is in bijlage VII,

3° wanneer effluenten van vloeibaar afval besmet zijn, offici€le controles uitvoeren op de afvoer van vast of
vloeibaar afval van industriéle verwerkings- of verpakkingsbedrijven waar in de lijst opgenomen plantaardig materiaal
wordt behandeld;

c) waar nodig een programma opstellen om alle pootaardappelvoorraden binnen een passende termijn te
vervangen.

Gezien om te worden gevoegd bij ons besluit van 26 januari 2014 betreffende de bestrijding van bruinrot in
aardappelen (Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.)

FILIP

Van Koningswege :

De Minister van Landbouw,
Mevr. S. LARUELLE

Bijlage VII

Afgebakende gebieden bij besmetting van het oppervlaktewater
Binnen de in artikel 5 § 2 bedoelde gebieden :
a) zijn de volgende maatregelen van toepassing :

1° het is verboden oppervlaktewater op enigerlei wijze te gebruiken bij de teelt van aardappelen, tomaten en
aubergines;

2° installaties of delen daarvan, die gebruikt worden voor het beregenen van andere dan aardappelteelten met
oppervlaktewater, mogen niet in aanraking komen met aardappelpercelen;

3° elke teler moet de volgende verplichtingen naleven :

i) jaarlijks v6or 30 april door middel van een door het Agentschap vastgesteld formulier, aangifte doen van al zijn
met aardappelen beteelde of te betelen percelen met een oppervlakte van meer dan 10 are. Die aangifte moet vergezeld
gaan van (een) liggingsplan(nen) op schaal 1/10000 waarop deze aardappelpercelen aangeduid worden;

ii) zich ertoe verbinden niet meer dan eenmaal om de drie jaar op dezelfde plaats aardappelen, pootaardappelen
en primeuraardapplen inbegrepen, te verbouwen;

iif) alvorens over te gaan tot het beregenen van een perceel aardappelen met ander water dan oppervlaktewater,
de daartoe gebruikte installatie volledig en grondig te spoelen met ander water dan oppervlaktewater;

iv) bij het beregenen van andere percelen dan aardappelpercelen met oppervlaktewater steeds alle nodige
voorzorgen nemen om te beletten dat aardappelpercelen met dat oppervlaktewater in aanraking komen.

b) In afwijking op het verbod bepaald in a), kan onder de verantwoordelijkheid van de teler voor de beregening
van tomaten en aubergines oppervlaktewater afkomstig van een vergaarbekken worden gebruikt, op voorwaarde dat :

i) de teler daartoe jaarlijks v6or 30 april een aangifte indient door middel van een door het Agentschap vastgesteld
formulier, vergezeld van (een) liggingsplan(nen) op schaal 1/10000 waarop de te beregenen percelen en het te
gebruiken vergaarbekken zijn aangeduid;

ii) het betreffende vergaarbekken vrij is van waardplanten van Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi ef al.;
iii) het betreffende vergaarbekken uitsluitend gevuld wordt met grond- en/of regenwater,
of

het betreffende vergaarbekken gevuld is met oppervlaktewater dat er gedurende ten minste 48 uur in werd
opgeslagen;

iv) regelmatige analyses in een erkend laboratorium van onder toezicht van het Agentschap genomen
oppervlaktewatermonsters aantonen dat er geen fytosanitair risico aanwezig is.

Gezien om te worden gevoegd bij ons besluit van 26 januari 2014 betreffende de bestrijding van bruinrot in
aardappelen (Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.)

FILIP

Van Koningswege :

De Minister van Landbouw,
Mevr. S. LARUELLE



