MINISTERE DE L’AGRICULTURE ET DE LA PECHE

Arrété du 6 décembre 1994 relatif 4 la Jutte
contre le flétrissement bactérien de la pomme de terre

NOR: AGRG9402345A

Le ministre de I'agriculture et de la péche,

Vu la directive n* 93/85/C.EE. du conseil du 4 octobre 1993
concernant la lutte contre le flétrissement bactérien de la pomme de
lerre ;

Vu le code rural, et nolamment ses arlicles 342 4 364 ;

Vu le décret n° 93-1259 du 10 novembre 1993 relatif aux mesures
de protection contre les organismes noisibles aux végétaux, produits
végétaux et autres objets .

Vu Tarrété du 2 septembre 1993 relatif aux exigences sanitaires
des végélaux, produils végétaux et autres objets.

Arréte
Art. 1°. - La lutte contre 1’agent du flétrissement bactérien de la
pomme de terre, Clavibacter michiganensis (Smith} Davis et al. spp.

sepedunicus' (Spieckermann el Kotthoff) Davis et al., dénommé ci-
aprés organisme au sens du présent arrété, est obligatoire.

Art. 2. - Les agents chargés de la protection des végélaux pro-
cédent i des recherches systématiques de cet organisme sur des
tubercules et, le cas échéant, sur des cultures de pommes de terre
{Solanum tuberosum L) afin :

a) De confirmer {'absence dudit organisme,
ou, s'il est détecté :

b) De le localiser et de déterminer I'étendue de la contamination
probable |,

¢} De prévenir son appantion et sa propagation ¢t de le combatire
en vue de son éradication ;

d) De rechercher son origine probable,

Les recherches sont effectuées sur la base d’analyses d'échantil-
fons réalisées par les laboratoires de la protection des végétaux ou
par les laboratoires placés sous son controle, selon la méthode
décrite 4 I'annexe | du présent arrété.

Les échantillons sont principalement constitués de tubcrcules de
pomine de terre prélevés en cours de stockage.

Le cas échéant, ces analyses de tubercules peuvent ére complé-
tées par la coupe et l'examen visuel d'autres échantillons de wber-
cules ou encore par des analyses de plantes.

Le nombre, origine, la stralification et le calendrier de préleve-
ment des échantillons sont établis tous les ans par la direction géné-
rale de I'alimentation {sous-direction de la protection des végétaux).

Ar. 3. — Toule apparition suspectée ou toute présence confirmée
de I'organisme dans les pommes de terre en cours de végétation ou
dans les whercules récoltés, entreposés ou commercialisés, doil étre
immédialement signalée au directeur régional de I'agricullure et de
la forét (service régional de la protection des vépélaux) ou au direc-
teur de 1'agriculture et de la foré( (service de la protection des végé-
taux) pour les départements d’outre-mer.

Amt. 4. — [. - Lorsque des cas d’apparition suspectée ont été
signalés, les tests sont effectués par les laboratoires de la protection
des végétaux ou dans les laboratoires placés sous son contréle, selon
la méthode décrite a I'annexe | du présent arrété et conformément
aux conditions ¢énumérées au point | de Vannexe 11 de ce méme
arrété, afin de confirmer ou dinfirmer ladite appantion.

Si 1a présence de ['organisme est confirmée, les dispositions du
point 2 de I'annexe [l précitée s appliquent.

Il. - Daps lattente de la confirmation ou de infirmation d’une
suspicion de conlamination constituée par des symplomes visuvels
suggérant la présence de la maladie ou par une réaction positive au

lest d'immunofluorescence décrit & Pannexe [ du présent arréé ou

encore par tout autre test approprié. les agents chargés de la protec-
tion des végétaux :

a) Interdisent le mouvement de tous les lots ou envois ayant
doané hicu i des prélevements d’échantillons, sauf sous leur contrble
el pour aulant qu'il ait €€ &abli qu'il n’existe aucun risque identi-
fiable de propagation de 1'organismc ;

b} Prennent les mesures nécessaires pour déterminer 'ongine de
I’apparition suspectée ;

¢) Introduisent des mesures de précautions supplémentaires
appropriées, fondées sur le degré de risque estimé, en vue de préve-
nir wote propagation de 'organisme.

Parmi ces mesures, peuvent faire 1'objet de contrdle par les agents
chargés de la protection des végétaux, les installations, matériels et
véhicules 4 usage professionnel ayant eu un contact avec les tuber-
cules ¢t plantes sur Jesquels 1'apparition de I'organisme est suspec-
I€e.

At 5. — 1. — Sj les résultats des tests réalisés selon la méthode
décrite A I'annexc [ du présent arrété confirment la présence de or-
ganisme dans un échantillon de wbercules, de plantes ou de parties
de plantes, fes agents chargés de la prolection des végétaux, compte
tenu des systémes particuliers de production, de commercialisation
et de transformation utilisés ;

a) Déclarent contaminés les tubercules ou plantes, 'envoi et/ou le
lot ainsi que le matériel, le véhicule, le récipient. I'entrepdt ou des
partics de ceux-ci el wout autre objet, y compris les emballages, d’oi
I'échantillon a été prélevé, mais aussi, le cas échéanl, le(s) lieu(x)
de production ainsi que fe(s) champ(s) ol fes (ubercules ou plantes
ont éé récoltés :

b) Délerminent, comple lenu des dispositions du point | de-
I'annexe 111 du présent arrété, 1'étenduc de la contamination pro-
bable par conlact avant on aprés la récolte avec des éléments décla-
rés conlaminés ou par un lien avec ceux-ci dans le systéme de pro-
duction ;

¢} Délimitert la zone de contamination possible sur la base de la
déclaration de contamination visée au point a. sur celle de ’étendue
de la contamination probable visée au point b, et dc la propagation
possible de I'organisme compte tenu des dispositions du point 2 de
I'annexe 111 du présent arrélé.

II. - Le ministére de 1'agriculture e1 de la péche (direction géné-
rale de I'alimentation, sous-direction de la protection des végélaux)
notific immédiatement aux autres Etats membres et i la commission,
selon la procédure prévue au point 3 de I'annexe Il du présent
arété, toule contaminalion déclarée conformément au paragraphe |,
point a ci-dessus, ainsi que les informations déaillées concernant la
délimitation de la zone visée au paragraphe 5. point ¢, ci-dessus. Le
détail de cente nomfication est confidentiel.

Art. 6. — Lorsque des tbercules on des planles ont été déclarés
contaminés en vertu de I'article 5. paragraphe [, point ¢. du présent
amété, les lests visés @ Darticle 4, paragraphe |, de l'arréié sont
effectués sur lous les stocks de pommes de terre qui possédent une
relation clonale avec ceux impliqués dans la contamination.

Les tests sont effectués sur le nombre de tubercules ou de plantes
nécessaires pour déterminer la source probable d'infection primaire
¢t I'élenduc probable de la contamination.

A Tissue de ces tests, les dispositions de I'article 5. paragraphe |,
du présent arréié s appliquent.

Art. 7. — [. - Les tubercules ou les plantes déclarés contaminés
en vertu de Varticle 5, paragraphe |, poinl a, do présenl arrété ne
peuvent pas &ire plantés. Ils sont détruits ou €Eliminés sous le
controle des agents chargés de la protection des végétaux, conformé-
ment aux mesures prévues au point | de anncxe IV du présent
arrété, pour autant qu’il soit établi qu’il n’y a aucun risque identi-
fiable de propagation de Iorganisme.
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1. ~ Les tubercules ou plantes déclarés probablement contaminés
en vertu de I'article 5, paragraphe |, point b, du présent amrété€ ne
peuvent étre plantés.

Sans préjudice du résulal des tests visés a 'article 6 du présent
arrété, les stocks ayant une relation clonale avec eux sont utilisés ou
éliminés de mamére appropriée. conformément au point 2 de
I'annexe IV du présent arrété, sous le contrle des agents chargés de
la protection des végétaux.

M. - Le matériel, les véhicules. les récipients, les entrepdts ou
des parties de ceux-ci, ainsi que toul autre objet, y compris les
emballages, déclarés contaminés en vertu de Iarticle 5, paragraphe 1,
point g, du présent arrélé. ou considérés comme probablement
contaminés en vertu du paragraphe 1. point b, de [article 5, doivent
étre détruits ou netloyés et désinfectés selon les méthodes appro-
prides visées au point 3 de I'annexe IV du présent arrété.

Aprés désinfection, ces objets ne sont plus considérés comme
contaminés,

IV. - Dans la zone de contaminalion possible délimitée en vertu
de ["article 5, paragraphe 1, point ¢, du présent arrété, sans préjudice
des mesures mises en ceuvee en application des paragraphes 1, 2 et
3, les agents chargés de la protection des végétaux ordonnent la
mise en ceuvre des mesures de protection et de prévention décrites
au point 4 de l'annexe IV du présent arréié.

Art. 8.~ Les tubercules destinés 2 la plantation doivenl satisfaire
aux exigences de 1'arrété du 2 septembre 1993 el provenir directe-
ment d'un matériel qui a é1€ obtenu dans le cadre d'un programme
établi par le ministere de I'agriculture et de la péche (direction géné-
rale de I'alimentation, sous-direction de la prolection des végétaux)
et qui a ét¢ déclaré indemne de Porganisme A la suite de tests effec-
tués par les laboratoites de la protection des végétaux ou des labora-
toires placés sous son controle, selon la méthode décrite & I'annexe I
du présent arrété.

Dans le cas ol la contamination affecte la production de tuber-
cules destinés & la plantation. des tests doivent étre effectués sur les
plantes de la sélection clonale initiale.

Dans les autres cas, ces tests sont effectués soit sur les plantes de
sélection clonale imitiale. soit sur des échantillons représentatifs des
tubercules destinés a la plantation de base ou de générations anté-
ricures.

Art. 9. - La déeention et la manipulation de 1'organisme est
interdite.

Art. 10. — Des dérogations aux articles 6, 7 et 9 du présent
arrété peuvent étre accordées par le ministre de 'agnculwire et de la
péche & des fins expérimentales ou scientifiques et pour des travaux
de sélection vaniétale. dans la mesure ol ces dérogalions ne nuisent
pas aux mesures de lutte contre |'organisme et me créent aucun
risque de propagation de ce demier.

Art. 11. - Des mesures complémentaires ou plus rigourcuses
pour lutter contre 1'organisme ou pour prévenir de sa propagation
peuvent étre prises en application de larticle 352 du code rural

Arl. 12, — L’arrété du 20 févrer 1981 relauf i la lutte contre le
flétrissement bactérien de la pomme de terre est abrogé.

Art. 13. - Le directeur général de I'alimentation est chargé de
I’exécution du présent arrélé, qui sera publié au Journal officiel de
la République frangaise.

Fait & Paris, le 6 décembre 1994,

Pour e ministre et par délégation :
Le directeur général de I'alimentation,
P. GUERIN

ANNEXE 1

METHODE PERMETTANT DE l?ETECTER ET DE DIAGNOSTIQUER
LA PRESENCE DE LA BACTERIE RESPONSABLE DU FLETRISSE-
MENT BACTERIEN DE LA POMME DE TERRE, CLAVIBACTER
MICHIGANENSIS (SMITH) DAVIS ET AL. SPP. SEPEDONICUS
(SPIECKERMANN ET KOTTHOFF) DAVIS ET AL.. DANS LES
LOTS DE TUBERCULES DE POMMES DE TERRE

1. Prélevement des échantillons au talon

1.1. Laver 200 tubercutes a l'eau courante et peler le talon de
chaque tubercule en utilisant wn scalpel ow un éplucheur 2
pommes de terre régulidrement désinfecté ; la désinfection peut
s'effectuer en trempant 1'éplucheur dans de 1"éthanol a 70 p. 100
avant de le passer a la flamme,

1.2. Prélever soigneusement des cdnes de tissu au talon avec un
scalpel ou un éplucheur 3 pommes de terre. Prélever aussi peu
que possible de tissu non vasculaire. Aprés leur prélévement,
les cones doivent étre traités dans les 24 heures {point 3) ou
conservés 4 — 20°C pendant un maximum de deux semaines.

2. Recherche visuelle des symptémes
du fétrissement bactérien

Aprés avoir prélevé les échantillons, couper transversalement
chaque twbercule et rechercher la présence de symptomes du flé-
trissement bactérien.

Presser les tubercules et regarder si le tissu vasculaire laisse exsu-
der des lissus décomposés.

Les premiers symptdmes sont, surtout prés du talon, un aspect
légérement vitreux ou translucide do tissu, sans ramollissement
autour du systéme vasculaire, L'anneau vasculaire peut présenter, au
talon, une couleur légérement plus foncée que la normale. Les pre-
miers symptémes aisément identifiables sont une coloration jaundtre
de I'anneau vasculaire et le fait que, lorsqu’on presse doucement le
tubercule, des colonnes de matidre ressemblant 4 du fromage sortent
des vaisseaux. Cet exsudat contient des millions de bactéries. Le
brunissement du tissu vasculaire peut apparaitre 3 ce stade. Dans un
prentier temps, ces symptomes peuvent n'étre présents que sur une
partie de I'anneau, pas nécessairement proche du talon. avant de se
propager graduellement 2 ensemble de l'anneau. Au fur et 2
mesure de la progression de l'infection, les tissus vasculaires sont
détruits. Le cortex extérieur peut se séparer du coftex intérieur. Aux
stades avancés de 1'infection. des fissures, aux bords souvent rouge-
brun, apparaissent 2 la surface du tubercule. Une invasion fongique
ou bactérienne secondaire peut masquer les sympidmes et il peut
&tre malaisé, voire impossible. de distinguer les symptdmes avancés
du flétrissement bactérien de ceux d’autres pourritures des pornmes
de terre.

3. Préparation d’échantillons pour la coloration de Gram,
le test d’immunofluorescence et le test sur aubergines

3.1. Homogénéiser les cénes provenant du talon dans un diluant
connu pour ne pas étre toxique pour le C. m. subsp. sepedoni-
cus (par exemple : un tampon au phosphate 0.05 M [TP] de
pH 7.0) 2 une température inférieure & 30°C jusqu'au moment
ol I'homogénéisation compléte vient tout juste d'étre oblenue ;
il est conseillé d ajouter un agent dispersant non toxique et il
peut étre nécessaire d’ajouter un agent antimousse non toxique
(appendices 1 et 2). Il y a lieu d’éviter tout broyage excessif.

3.2. Extraire la bactéric du liquide homogénéisé par 'une des
méthodes swivantes (1):
A. - a) Centrifuger 2
10 minutes ,
b) Centrifuger le liquide surnageant 3 au moins 4 000 g pen-
dant 10 minutes ; décanter, puis éliminer le liquide sumageant ;

B. - a} Laisser reposer pendant trente minutes le broyat
pour permettre aux débris lissulaires de se déposer ; décanter le
liquide sumageant sans remuer le sédiment ;

b) Filtrer le liquide surnageant au moyen d'un papier filtre
(Whatman r° 1) placé dans un filtre en verre fritté
(n° 2 = 40-100 gm) en utilisant une trompe & eau ; recueillir le
filtrat dans un tube 3 centrifuger ; laver le filire avec du tampon
au phosphale stérile jusqu'a oblention d'une quantité maximale
de filtrat de 35 ml;

¢) Centrifuger le filtrat 3 au moins 4 000 g pendant vingt
minutes.

18} g au maximum pendant

3.3. Remettre le culol (extrait conceniré) en suspension dans un
tampon au phosphate 0,01 M sténile de pH 7.2 (appendice 2)
jusqu'a obtention d’environ 1 mi d’extrait concentré. Le diviser
en deux parties &gales el en conserver une 2 litre de référence
en la congelant & - 20°C (2) ou en la lyophilisant. Diviser
I'autre moitié en deux parties égales destinées, I'une, au test
d’immunofluorescence et i la réaction de Gram, et I'autre au
test sur aubergines.

3.4, Afin d'éviter toutes contaminations, il est impératif de traiter
séparément les échantillons et les témoins positifs de C. m.
subsp. sepedonicus. aussi bien pour les tests d'immuno-
fluorescence que pour les lests sur aubergines.
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4. Réaction de Gram

4.1. Préparer des colorations de Gram pour toutes les dilutions de
I'extrait concentré (point 5.2.1) et pour toul tubercule coupé
{point 2) présentant un aspect vitreux, une pourriture ou tout
autre symptome suspect. Les échantillons doivent étre prélevés
4 la limite des tissus malades.

4.2 Préparer des colorations de Gram pour des cultures connues
de C. m. subsp. sepedonicus et, si possible, pour des tissus
naturellement infectés (point 5.1).

4.3, Déterminer quels échantillons contiennent des cellules Gram
posilives coryneformes typiques. En général, les cellules de
C. m. subsp. sepedonicus ont une longueur de 0,8 4 1,2 um et
une largeur de 04 & 0,6 um.

Une procédure appropriée de coloration de Gram figure 3
"appendice 3.

Les ¢chantillons préparés A partit de tissu naturellement
infecté ou de cultures récemment isolées présentent souvent une
prédominance de bifonnets coccoidés qui sont généralement
légérement plus petits que les cellules provenant de cultures sur
gélose plus anciennes. Dans la plupart des milieux de culture,
les cellules de C. m. subsp. sepedonicus sont des batonnets
pléomorphes corynemorphes qui peuvent réagir diversement a
la coloration de Gram. Les cellules sont isolées, en paires avec
des « coudes » caractéristiques de la division des corynebacté-
ries ou, occasionnellement, en groupes irréguliers souvent qua-
lifiés de palissades et de caracteres chinois.

5. Tests d’immunofluerescence

5.1, Utiliser un antisérum d’une souche connue C. m. subsp. sepe-
donicus ATCC 33113 (NCPPB 2137) ou NCPPB 2140. li
devra avoir un titre d'imimunofluorescence d'au moins 1 : 600.
Inclure du tampon au phosphate sur la lame de test a titre de
témoin, pour déterminer si I'immunoglobuline anti-lapin conju-
guée avec l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) se combine
non spécifiquement avec les cellules bactériennes. Le C. m.
subsp. sepedonicus [ATCC 33113 (NCPPB 2137).
NCPPB 2140] devrait &re utilisé comme témoin antigéne
homologue sur une lame séparée. Du tissu naturellement infecté
(conservé par lyophilisation ou congélation 3 - 20 °C) devrail.
dans la mesure du possible, étre utilisé A titre de témoin simi-
laire sur la méme lame (figure 2).

5.2. Procédure.

5.2.1. Préparer trois dilutions successives au dixieme (10, 10 et 10°)
de I'extrait concentré final dans I'eau distillée (figure ).

5.2.2. Déposer 2 la pipette dans les puits d’une lame multifenétre un
volume standard suffisant pour couvrir le puits (enviren 25 ul)
de chaque dilution de I'extrait concentré ou de la suspension de
C. m. subsp. sepedonicus (environ 10¢ cellules/ml), comme il
est indiqué sur la figure 1.

Figure 1
Lame de I’échantillon et du puits témoin au tampon phosphate
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5.2.3. Laisser sécher i l'air A une température d’environ 37 °C et
fixer avec de I'éthanol a 95 p. 100 ou en passant  la flamme.

5.24 Couvrir les puits appropriés, comme indiqué sur la figure 1,
avec de I'antisérum de C. m. subsp. sepedonicus dilué dans les
proportions recommandées (dilution de travail) dans un tampon
au phosphate 0,01 M de pH 7.2 (appendice 2) (utiliser un tam-
pon au phosphate 3 titre de témoin pour le FITC). La dilution
de ravail de "antisérum devrait étre approximativement égale 4
la moitié du titre d'immunofluorescence. S’il faut inclure
d’autres dilutions de 1'antisérum, il y a lieu de préparer des
lames séparées pour chaque dilution A vtiliser,

5.2.5. Laisser incuber trente minutes en chambre bumide 3 tempéra-
ture ambiante.

5.2.6 Rincer soigneusement avec le tampon au phosphate 0,01 M de
pH 7.2. Faire trois lavages successifs de cinq minutes avec le
tampon de phosphate 0,01 M de pH 7.2. Changer la solution de
lavage a chaque fois.

5.2.7. Enlever soigneusement toute moisissure excessive.

5.2.8. Couvrir chaque puits avec du conjugué FITC i la méme dilu-
tion utilisée lors du titrage et laisser incuber trente minutes en
chambre noire humide & température ambiante.

5.2.9. Rincer et laver comme précédemment.

5.2.10. Appliquer environ 5 & 10 ul de solution de glycérine tam-
ponnée au phosphate 0,1 M de pH 7.6 (ou un support similaire
d'un pH d'au moins 7.6) sur chaque puits et recouvrir d'une
lamelle couvre-objets (appendice 2).

5.2.11. Examiner avec un microscope équipé d’une soutce lumi-
neuse épifluorescente et de filtres adaptés pour travailler avec
le FITC. Un grossissement de 400 a 1 000 fois est approprié.
Balayer chaque puits selon deux diamétres perpendiculaires et
en suivant le pourtour. .

Rechercher les cellules fluorescentes dans les témoins posi-
tifs et ftitrer. Rechercher les cellules fluorescentes dans le
contrdle tampon FITC et, s’il R’y en a pas, passer aux puits
échantillons. Déterminer sur un minimum de dix champs
microscopiques le nombre moyen de cellules fluorescentes mor-
phologiquement typiques par champ el calculer le nombre de
ces cellules par millilitre d'extrait concentré non dilué (appen-
dice 4). .

Il existe un certain nombre de problémes inhérents aux tests
d’immunofluorescence :

. — des populations de bactéries saprophytes peuvent montrer
des celiules fluorescentes morphologiquement atypiques et
provoquer des réactions croisées. D’autres peuvent gtre
similaires par la taille et la morphologie au C. m. subsp.
sepedonicus. Seules les cellules fluorescentes dont la taille
et la morphologie sont typiques doivent tre prises en
considération.

En raison de la possibilité de réactions croisées, les
&chantillons réagissant positivement au test d’immuno-
fluorescence deviaient étre une nouvelle fois soumis au
test, avec un antisérum différent.

- la limite technique de détection de cette méthode se situe
entre 10 et 107 cellules par millilitre d’extrait concentré
non dilué. Les échantillons pour lesquels le décompte de
cellules fluorescentes typiques est a la limite de détection
sont généralement indemnes de C. m. subsp. sepedonicus

- mais peuvent étre soumis au test sur aubergines.

Le test d’immunofluorescence est négatif pour lous les
échantillons dans lesquels on n'a trouvé aucune cellule
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fluorescente morphologiquement typique. On considére
que ces échantillons ne sont «pas contaminés » par
le C.m. subsp. sepedonicus.

Il n'est pas nécessaire de les soumettre au test sur auber-
gines.

Le test d'immunofluorescence est positif pour tous les échan-
tillons dans lesquels des cellules fluorescentes morpholo-
giquement typiques sont décélées.

On considére que les échantillons pour lesquels le test d'im-
munofluorescence est positif avec les deux antisérums sont
« potentiellement contaminés » par le C. m.subsp. sepedoni-
CUs.

Il est nécessaire d’effectuer un test sur aubergines pour tout
échamiillon considéré comme potentiellement contaming.

6. Test sur aubergines

Pour les détails de la culture, voir 1'appendice 5.

6.1. Répartir |'extrait concentré obtenu au point 3.3 entre au moins
vingt-cing aubergines au stade trois feuilles (appendice 5) par
une des méthodes exposées ci-dessous (points 6.2, 6.3 ou 6.4).

6.2, Inoculation par incision L

6.2.1 Poser chaque pot horizontalement sur un support (un bloc de
mousse de polystyréne de la surface duquel on a retiré un mor-
ccau de 5 cm de profondeur, 10 cm de largeur et 15 cm de lon-
gueur {figure 3) convient pour un pot de 10 cm). Pour chaque
échantillon testé, une bande de fewlle d’aluminium stérile doit
étre placée entre la tige et le bloc de mousse de polystyréne. La
g:ante peut étre tenue en place par un élastique entourant le

oc.

6.2.2. Avec un scalpel, pratiquer entre les colylédons et la premidre
feuille une incision longitudinale ou légirement diagonale
d’une longueur de 0.5 & | centimétre et d'unc profondeur égale
approximativement aux trois quarts du diamétre de la tige. -

6.2.3. Maintenir ouverte I'incision avec la pointe de la lame du
scalpel et la badigeonner d’inoculum avec vn pinceau trempé
dans I'extrait concentré. Répartir I'extrait concentré entre les
aubergines.

6.24. Refermer l'incision avec de la vaseline en utilisant une
seringue d'une capacité de 2 millilitres.

Figure 3

6.3. Inoculation par incision II.

6.3.1 Tenir [a plante entre deux doigls et déposer a la pipette une
goutte (environ 5 & 10 u) de I'extrail concentré en suspension
sur la tige entre les cotylédons et la premiére feuille.

6.3.2. Avec un scalpel stérile, pratiquer, en partant de la goutte
d'extrait concentré une incision diagonale (& un angle d'envi-
ron 3*) d'une longueur de | centimétre el d'une profondeur
¢gale approximativement aux deux tiers de I'épaisseur de la
lige.

6.3.3. Refermer I'incision avec de la vaseline siérile en utilisant une
seringue.

6.4. Inoculation par injection.

6.4,I: Avant I'inoculation, ne pas arroser les aubergines pendant une
Journée afin de réduire la pression de turgescence.

6.4.2. Avec une seringue munie d'une aiguille hypodermique (pas
moins de 23G}). pratiquer I'imoculation dans les tiges d'auber-

gine juste au-dessus des cotylédons. Répartir I'extrait concentré
entre les aubergines.

6.5. Par la méme méthode d’inoculation (points 6.2, 6.3 ou 6.4),
inoculer vingt-cinq plantes avec une culture connue de C. m.
subsp. sepedonicus et, si possible, avec de 'extrail de tubercule
naturellement infecté (point 5.1).

6.6. Par la méme méthode d’incculation (points 6.2, 6.3 ou 6.4),
inoculer vingt-cing plantes avec un tampon au phosphate
0,05 M sténile.

6.7. Laisser incuber les planies quarante jours dans des conditions
approptiées {appendice 5). Aprés les huit premiers jours, exa-
miner réguligrement pour déceler |’apparition de symptomes.
Compter combien de plantes présentent des symplomes. Le
C. m. subsp. sepedonicus provoque chez 1'aubergine un flé-
rissement des feuilles qui peut commencer par une flaccidité
au bord des feuilles ou entre les nervures. Au départ, le tissu
flétri peut prendre une couleur vert foncé ou étre tacheté, mais
il palit avant de se nécroser. Les flétrissures entre les nervures
onl souvent un aspect graisseux et gorgé d'eau. Le tissu
nécrosé présente souvent un bord jaune vif. Les plantes ne
meurent pas nécessairement. Plus les symptémes tardent a
apparaitre, plus les chances de survie sont élevées. Les plantes
peuvent surmonter 1’infection. Les jeunes aubergines sensibles
réagissent beaucoup plus A de faibles populations de C. m. subsp.
sepedonicus que les plantes plus 4gées, ce qui explique qu’il y
a liev d'utiliser des plantes qui sont au stade 3 feuilles ou vont
I"atteindre.

Des flétrissements peuvent £galement étre provoqués par des
populations d’autres bactéries ou de champignons présentes
dans }extrait concentré de tissu tuberculawre. 11 s'agit par
exemple de Enwvinia carotovora subsp. carotovora et de E. caro-
tovora subsp. atroseptica, de Phoma exigua var. foveata, ainsi
que de fortes populations de bactéries saprophytes. Ces flé-
trissements se distinguent de ceux causés par le C. m. subsp.
sepedonicus car des feuilles entidres ou des plantes entigres
fanent rapidement.

6.8. Préparer une coloration de Gram (point 4) pour tous les lots
d’aubergines présentant des symptomes, en utilisant des sec-
tions de tissu provenant des feuvilles flétries ou de la tige des
plantes et procéder & I'isolement sur un milien nutritif appro-
prié¢ {point 7). Désinfecter la surface des feuilles et des tiges
d’aubergine en les frottant avec de I'éthanol a 70 p. 100.

6.9. Dans certaines circonstances, surtout si les conditions de
culture ne sont pas optimales, du C. m. subsp. sepedonicus peut
ére présent dans les aubergines & I'état d’infection latente
méme aprés une incubation de quarante jours. Une telle infec-
tion peut entrainer chez les plantes inoculées un retard de crois-
sance et un manque de vigueur. Si le test d’immunofluores-
cence est considéré comme positif, on peut estimer qu’il y a
lieu de poursuivre I'analyse. I est dés lors essentiel de compa-
rer le 1aux de croissance de toutes les plantes du test sur auber-
gines avec les témoins inoculés avec un tampon au phosphate
0,05 M stérile et de surveiller les conditions environnementales
dans la serre.

En cas de poursuite de I’expérimentation, il est recommandé
de procéder comme indiqué ci-apres.

6.9.1. Couper les tiges au-dessus du point d’inoculation et enlever
les feuilles. )

6.9.2. Broyer les tiges dans un tampon au phosphate 0,05 M a
pH 7.0, comme indiqué aux points 3.1 et 3.2.

6.9.3, Uiliser la moitié de I'extrait concentré pour une réaction de
Gram (point 4) et un test d'immunofluorescence (point 5).
6.9.4. Utiliser I'autre moitié pour effectuer un nouveau test sur
aubergines (point 6) si la réaction 4 la coloration de Gram et/ou
au test d'immunofluorescence est positive. Utiliser comme
témoins une culture connue de C. m. subsp. sepedonicus et un
tampon au phosphate 0,05 M stérile. Si des symptomes n’appa-
raissent pas lors de ces tests complémentaires, on considére que

I"échantitlon est négatif.

7. Isolement du C. m. subsp. sepedonicus’

Le diagnostic ne peut étre confirmé que par [’isolement et I'iden-
tification {point 8) du C. m. subsp. sepedonicus. Bien qu'il s'agisse
d'un organisme difficile a isoler, il ¢st possible de le faire 3 partir
de tissu présentant des symplomes d'infection. Toutefois, des bacté-
ries saprophytes  croissance rapide peuvent I"étouffer et, dés lors, il
n'esl pas recommandé de Iisoler directement 4 partir de I'extrait
concentré de tissu tuberculaire (obtenu au point 3.3). Les aubergines
représentent un excellent miliev sélectif de multiplication pour la
culture de C. m. subsp. sepedonicus et permettent donc de réaliser
un excellent test de confirmation sur hote.

Les isolements dotvent étre pratiqués sur tous les tubercules de
pommes de lerme et toutes les aubergines présentant des symptomes
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(points 4 et 6). Le cas échéant, les tiges d’aubergines doivent étre
broyées selon la méthode décrite aux points 3 et 6.9.

7.1, Purifier par un nouvel ensemencement en stries avec les sus-
pensions un des milieux suivants (les formules figurent a
I'appendice 6) :

- gélose nutrilive avec dextrose (uniquement pour les repi-
quages) ;

— gélose avec levore, peptone ¢t glucose ;

- gélose nutritive avec levure el dextrose ;

~ gélose avec extraits de levure et sels minéraux.

Laisser incuber jusqu’a 20 jours & 21 °C.

Le C. m. subsp. sepedonicius a une croissance lente et produit
généralement en dix jours des colonies de la taille et de la
forme d'une téte d’épingle, dé couleur créme, et convexes.

Ensemencer & nouveau en stries pour obienir des cultures
pures.

Les taux de croissance sont meilleurs pour les repiquages.
Les colonies typiques sont de couleur blanc créme ou ivoire,
arrondies, lisses, dressées, présentant un ddme convexe, de
consistance muqueuse 3 fluide, avec des bords nets ou réguliers
¢t d'un diamétre généralement de 1 & 3 millimetres.

{dentification.

Beaucoup de baciéries coryneformes Gram positives dont les
colonies présentent des caractéristiques similaires a celle de C.
m. subsp. sepedonicus peuvent étre isolées & partir de pommes
de terre ou d'aubergines saines ouv malades. Dans ce contexte,
il est possible d'identifier C. m. subsp. sepedonicus a 'aide des
tests suivants :
~ test d'immunofluorescence (point 5.1);
~ test sur aubergines ;
~ tesls nutritionnels et physiologiques (appendice 7} :

- test d'oxydationfermentation (O/F) ;

— test de Voxydase ;

— croissance & 37°C ;

— production d’uréase ;

~ hydrolyse de 'esculine ;

~ hydrolyse de I’ammdon ;

- tolérance d'une solution de chlorure de sodium a

7 p- 100,

— test de |"indole ;

- 1esl de la catalase ;

- production de H,S ;

— utilisation du citrate ;

— hydrolyse de la gélatine ;

— production d’acide a partir de glycérol, de lactose, de

rhamnose et de salicinoside ;

- coloration de Gram.

Il faut inclure dans chaque test une souche connue de C. m,
subsp. sepedonicus A titre de témoin. Les tests nutritionnels et
physiologiques doivent étre effectués sur de I'inoculat prove-
nant de repiquages sur gélose nutritive. Les comparaisons mor-
phologiques doivent se faire a partir de cultures sur gélose
nulrilive avec dextrose,

Pour le test d’immunofluorescence, les populations de cel-
lules doivent étre ajustées 2 10° cellules/millilitee. Le titre d’im-
munofluorescence doit étre similaire a4 celui de la culture
connue de C. m. subsp. sepedonicus.

Pour le test sur aubergines, les populations de cellules
doivent étre amenées i environ 107 cellules/millilitre. Ces lests
doivent se faire sur dix plantes pour chacun des organismes a
tester ; on utilisera également ici une culture connue de C. m.
subsp. sepedonicus el de I'eau sténle a titre de 1émoins. Avec
des cultures pures, un fiétrissement (ypique devrail apparaiitre
dans les vingt jours, mais les plantes ne présentant pas de
symptomes & I'issue de cette péniode devraienl continuer &
incuber pendant un total de trente jours a des températures
favorables i la croissance des aubergines mais ne dépassant pas
30°C (appendice 5). Si des symptdmes De sonl pas apparus
apres trente jours, on ne peul pas confirmer qu'il s'agisse d'une
culture d'une forme pathogéne de C. m. subsp. sepedonicus.

Test C. m. subsp. sepedonicus

Test d’oxydation/fermentation
(OMF) oo

Test de Poxydase ..

Test de la catalase.... .

Réduction des nitrates -

Activité uréasique -

inerle ou faiblement oxydant

Production de H,S.... .
Production d’indole -

Utilisation du citrate..............cccece.. —
Hydrolyse de I'amidon .. — ou faible
Croissance 3 37°C .......... R
Croissance dans du NaCl
T Pe 100 =
Hydrolyse de la gélatine............ -
Hydrolyse de I'esculine.............. +

Acide 2 partir de:

glycérol. ..o -

— lactose....... — ou faible

[~

J

— salicinoside .......co.oovvvieeeeen. —

Appendice 1

FORMULE DU LIQUIDE D'HOMOGENEISATION
RECOMMANDE PAR LELLIOTT ET SELLAR, 1976

Composé DC silicone antimousse MS A (Hopkins et Williams
Ltd, Cat n° 9964-25, Chadwell Heath, Essex, Angleterre): 10 ml.

Flocons de Lubrol W (ICI Ltd): 0,5 .

Pyrophosphate tétrasodique : 1 g.

Tampon au phosphate 0,05 M de pH 7.0 (appendice 2): | L

Appendice 2
TAMPONS

Tampon au phesphate 6,05 M & pH 7,0:

Ce tampon peut étre utilisé pour 1'homogénéisation de tissu tuber-
culaire {(point 2.1).

Na HPO,: 4,26 g.

KH,PO,: 2,72 g.

NaCl: 8,0 g.

Eau distillée jusqu'a § L

Tampon au phosphate 0,01 M a pH 7.2:

Ce lampon est utilisé pour diluer les antisérums et laver les lames
des lests d’immunofluorescence.

Na,HPO, 12ZH,0: 2,7 g.

NaH,PO, 2H,O: 0.4 g

NaCl : 8.0 g.

Eau distillée jusqu'a 1 1.

Solution de glycérine tamponnée au phosphate 0,1 M &
pH 7,6:

Ce tampon est utilisé comme support pour renforcer la fluores-
cence dans le test dimmunofluorescence.

NaHPG, 1ZH0: 32 g

NaH,PO, 2H,0: 0,15 g.

Glycérol : 50 ml).

Eau distillée : 100 ml.

Appendice 3

PROCEDURE POUR LA REACTION DE GRAM
{MODIFICATION DE HUCKER) (DOETSCH, 1981)

Solution de violet cristallisé :

Dissoudre 2 g de violet cristallisé dans 20. ml d’éthanol a 95 %.

Dissoudre 0,8 g d’oxalate d’ammonium dans 80 ml d’eau distil-
lée.

Mélanger les deux solutions.

Soluté iodo-ioduré de Lugol:

lode: | g.

lodure de potassium: 2 g

Eau distillée : 300 ml.

Broyer les solides ensemble i I'aide d’un pilon et d'an mortier.
Ajouter a 'cau et mélanger dans un récipient fermé pour dissoudre.

Solution colorante de safranine :

Solution mére.

Safranine 0: 2,5 g,

Ethanol 95 % : 108 ml.

Mélanger et stocker.

Diluer 2 1:10 pour obtenir une solution de travail.
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Procédure de coloration :

I. Préparer les frottis, les sécher & l'air et les fixer 4 la chaleur.

2, Plonger la lame dans la solution de cristal violet pendant
| minute.

3. Laver rapidement. & 'eau courante.

4, Plonger dans le soluté iodo-ioduré de Lugol pendant | minute.

5. Laver & I'eau courante et sécher au buvard.

6. Décolorer en ajoutant goutte 4 goutte de I'éthanol 3 95 % jus-
qu’a ce qu'il ne modifie plus la couleur ou en plongeant dans ["étha-
nol pendant 30 secondes tout en agitant légéremenL.

7. Laver A l'eau courante et sécher au buvard.

8. Plonger dans la solution de safranine pendant 10 secondes.

9. Laver & I'eau courante et sécher au buvard.

Les bactéries Gram positives ont une couleur violel-bleu ; les bac-
iénes Gram négatives ont une couleur rose-rouge.

Appendice 4

DETERMINATION DE LA POPULATION DE CELLULES POSITIVES
AU TEST D'IMMUNOFLUORESCENCE
Superficie (5) d'un puits d’'une lame multipuits :
xD?
= (1)
oit D = diamétre du puits.
Swvperficie(s) du champ de I'objectif :

_ndZ N 5
= (2)

oit d = diamétre du champ.

Calculer le diamétre du champ (d) par mesure directe ou en appli-
quant les formules suivantes -

_ . 3
T K x 4 )
ot 1 = coefficient du champ (dépend du type doculaire et varie

de 8 a4 24), ‘
ol K = coefficient du tube (] ou 1,25),
oi G = grossissement (100 fois, 40 fois, etc.) de I'objectif.

4s
T

De (2), on tire: d

4)

De (3), on tirte: d

Compter le nombre
. champ (c).

Calculer
puits (C).
<8

de cellules fluorescentes typiques par

le nombre de cellules fluorescentes typiques par

8

Calculer le nombre de cellules fluotescentes typiques par millilitre
d'extrait concentré (N) :

1000
N=Cx —- xF
Y
ot ¥y = volume d'extrail concentré sur le puits,
ot F = facteur de dilution de I'extrait concentré.

Appendice 5
CULTURE DES AUBERGINES

Semer des graines d'aubergines (Solanum melongena cv, Black
Beauty) dans une terre de semis pasteurisée. Repiquer les plantules
dans de la terre de rempolage pasteurisée lorsque les cotylédons sont
entierement développés (10 4 14 jours).

Utiliser des aubergines au stade 3 feuilles lorsque au moins 2,
mais pas plus de 3 feuilles sont cntigrement ouvertes (élalées).

Les aubergines doivent &we cullivées en serre dans les condilions
suivanles :

— longueur du jour : 14 heures ou durée naturelle de la journée si
elle est supérigure ;

- tempéralufe diume : 21 & 24°C;
- température nocturne : i5°C.

Nota. - Le C. m. subsp. sepedonicus ne se développera pas i des tempé-
ratures supéricures 3 30°C. Si la lempérature noctume ne descend pas 2
15 °C, des nécroses argeniées peuvent survenir.,

L application d’un insecticide approprié permel de prévenir les dégits aux
racines causés par les larves de sciandes.

Les aubergines de la variété Black Beauty peuvent ére commandées
auprés de :

1. AB Hammenhogs Fro, 270 50 Hammenhisg (Suéde).

2. Hurst Seeds Ltd, Avenue Road, Witham, Essex CM8 2DX (Angle-
terre).

3. Asgro ltalia SpA, Corso Lodi 23, Milan.

4. Kiipper, Mitieldeutsche Samen GmbH, Hessenring 22, D-37269 Esch-
wege.

Appendice 6

MILIEUX A UTILISER POUR LA CROISSANCE ET L'ISOLEMENT
DE CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SUBSP. SEPEDONICUS

Gélose nuftritive :

La gélose nutritive de Difco Bacto dans de Ieau distillée a la
concentration indiquée par le fabricant. Stériliser a I'autoclave a
121 °C pendant 15 minutes.

Gélose nutritive avec dextrose :

La gélose nutritive de Difco Bacto contenant | % d-glucose
{monohydraté}. Stériliser & ’autoclave i 115 °C pendamt 20 minutes.

Gélose avec levure, peptone et glucose :

Extrait de levure de Difco Bacto (n° 0127): 5 g

Peptone de Difco Bacto (n” 0118): 5 g

D-glucose (monohydraté) : 10 g.

Gélose purifiée de Difco Bacto (n° 03560): 15 g.

Eau distillée : | 1.

Stériliser par demi-litre a I'autoclave a
20 minutes.

115°C pendant

Milieu de culture avec extrail de levure el sels minéraux :

Extrait de levure de Difco Bacto: 2,0 g.

D-glucose (monchydraté) : 2.5 g.

K,HPO,: 0,25 g.

KH,PO,: 025 g.

MgS0O,. 7TH,0: 0,1 g

MnSO,. HO: 0.015 g.

NaCl; 0,05 g

FeS0Q,. 7TH,O: 0,005 g.

Gélose purifiée de Difco Bacto: 18 g

Eau disullée: | L

Stériliser par demi-litre & Fautoclave 3 115°C pendant
20 minutes. ’

Appendice 7

TESTS NUTRITIONNELS ET PHYSIOLOGIQUES D'IDENTIFICATION
DE CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SUBSP. SEPEDONICUS

Tous les milicux doivent incuber & 21 *C et ére examinés aprés
6 jours. Si on ne décéle aucune croissance, laisser incuber jusqu’a
20 jours. :

Test d’oxydation et de fermentation (O/F) (Hugh et Leifson.
1953).

Milieu de cullure :

KCl: 02 g

Mg80, TH.O: 02 g.

NHH,PO,: 1.0 g.

Peptone de Difco Bacto: 1.0 g.

Gélose purifiée de Difco Bacto: 3,0 g

D-glucose (monohydraié) - 100 g

Bleu de bromothymol @ 4,03 g,

Eau distillée : | L

Mélanger et ajuster e pH 4 7.0-7,2 avec du IN KOH.

Répartir dans les tubcs 3 culture en pyrex de 16 mm x 100 mm
(d’une capacité de 12 ml). & raison de 5 et 10 ml par tube.

Seériliser & autoclave & 115+¢C pendant 10 minutes.

Incculer chaque culture par piqiire profonde dans des tubes de 5 et
10 ml. Ajouter aseptiguement 1 & 2 ml de paraffine liquide stérile
aux tubes de 10 ml. Laisser incuber.
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Réaction posifive
COULEUR
TUBE COULEUR INTERPRETATION REACTION POSITIVE
. e . _________rm ) —_— Stade 1 Stade 2
o T

Ouvert.. Jaune . st ; ;

e Fermentation. Réduetion du nitrate au-deld du stade
Fermé... Jaune du nitrite {dénitrification - réductase
Ouvert... Jaune Oxydati des nitrates et nitrites) ... .. Incolore Incolore
Fermé.... Bleu-vert xyaaton.
Cuvert... Verdatre . . Production d’oréase (Lelliott, 1966)

; Oxydation ou inerte, ’ ! )
Ferme.... Bleu-vert Milicu de culture :

Test de I'oxydase (Kovacs. 1936).

Réactif de Kovacs pour tester de "oxydase :

Solutton aqueuse & | % de dihydrochlorure de tétraméthyle para-
phénylénediamine (BDH n" 30386) dans de 'eau distillée.

Le réactif doit étre fraichement préparé en volumes de 1 ml ou
peut étre stocké dans une bouteille en verre brun & 5 °C pendant | a
4 semaines.

Dans une boite de Petri propre, metire une goulte de réactil sur
un papicr filtre. A T'aide d'une anse en platine, frotter immédiale-
ment sur celui-ci un peu de culture du test provenant de la gélose
nutritive.

Réaction positive : apparition d'une coloration pourpre dans les
1} secondes. Les cultures pour lesquelles 1a coloration apparait dans
un déla de [ & 30 secondes sont considérées comme faiblement
posilives. '

Nota. — Il est essentiel d'utiliser une anse en platine et des cultures
failes sur gélose nuuitive, car des traces de fer ou des leneurs élevées cn
sucre dans Ie mibieu de culture peuvent donner dex résultals faussement
positifs

Production d’acide & partir de lactose, de rhamnose, de salici-
noside et de glycérol :

Préparer du miliew de culture pour test d’oxydation et de fer-
mentation de Hugh et Leifson sans glucose. Répantir dans des (ubes
4 ruison de 5 ml par tube. Stérliser & Nautoclave i 115°C pendant
10 minutes. A la base fondue portée & 45 C, ajouter asepliqguement
0.5 ml de solution agueuse & 10 % de glycérol. de lactose, de rham-
nose ou de salicinoside, sténlisée par [iltration. Mélanger soigneuse-
ment.

_ Réaction positive © la coloration virant du bleu-vert au jaune
indique la production d acide.

Test de la catalase :

Placer une geoutte de peroxyde d’hydrogeéne (30 volumes) sur une
lame propre et ajouter Ie contenu d'une anse de platine de la
culure, en émulsiennant,

Réaction positive : la production de bulles d'oxygéne dans la
goutte (émoigne de la présence de catalase.

Activité de réduction des nitrates et dénitrilication (Brad-
bury, 1970}

Milieu de culture :

KNO, (exempt de nitrites) : | g.

Extrait de levure de Difco Bacto: | g

K.HPG,: 5 2

Eau distillée - | 1

Répartir dans des bouteilles d’une capacité de 20 ml, 4 raison de
10 ml par bouteille. Sténliser a4 Mawtoclave 3 121°C pendant
15 minutes.

Réactif’ A :

H.,50,: 8 g.

Acide acéliqgue 5N | L

Réactif B -

Naphtylamine : 5 g.

Acide acétique 5N : | |

Inoculer le milieu nitrate en double. Tester aprés 10 et 20 jours,
en ajoutant une goutle de soluté odo-ioduré de Lugol, 0.5 ml de
réactil A et 0.5 ml de réuctif B. Si le milicu ne devient pas rou-

geiitre, ajeuler environ 50 mg de poudre de zinc. Observer la cou-
leur.

COULEUR
AEACTION POSITIVE o -
Stade 1 Stade 2
Pas de réaction du nitrate .., Incolore Rouge
Reduction du nitrate en nitrite {unique-
menl réductase des nitrates}.......... Rouge -

Base de gélose avec urée d'Oxoid (CM53): 24 g

Eau distillée : 95 ml.

Sténliser 4 T'autoclave 4 115°C pendant 20 minutes. Relroidir
jusqu'a 50C la base fondue et ajouter aseptiquement 5 ml de solu-
tion aqucuse d'urée & 40 p. 100 (Gxoid SR20) stérilisée par filira-
tion. Bien mélunger.

Répartir duns des tubes sténles (16 < 100 mm) a raison de 6 ml
par tube et laisser prendre dans les tubes inchings.

Réaction positive : le milicu, de couleur jaune orangé, vire au
roupge cerisc ou au rouge magenta s’il ¥y a eu activité uréasique.

Utilisation du citrate {Christenscn) {Skerman, 1967).

Base de pélose avec citrate (Merck 2503) @ 23 g.

Eau distillée : | 1.

Mélanger ¢t dissoudre en chauffant. Répartir 4 raison de 6 ml par
tube, comme pour le milicu du test de production d’uréase. Stériliser
a T'awtoctave 1 121 °C pendant 15 minules et laisser prendre les
tubes inclinés.

Réaction positive : I'utilisation du citrate est indiguée par un
changement de la coulcur du milien qu de Morange vire au rouge.

Production d’hydrogéne sulfuré (Pamamurthi, 1959).

Milicu ;

Tryptone de Difco Bacto (n° 0123) - 10 .

K.HPO, : | p

Na(l: 5 g

Eau distillée: 1 I

Dissoudre et répartir dans des tubes de 16 x 100 mm i raison de
6 ml par tube. Stériliser & antoclave & 115 °C pendant 10 minutes.

Inoculer et suspendre asepliquement un papier a Dacélate de
plomb (Merck 9511) au rebord du twbe, Le mamtenir avec le cou-
vercle. Laisser incuber jusqu'a 20 jours.

Réaction pesitive : la production de H,S & partir de tryptone est
indiquée par 'apparition sur le papicr de test d'unc coloration noir-
brun.

Production d’indele (Ramamurthi, 1959).

Milieu : identique 4 celui du test de H,5.

Enlever le papicr & Pacélate de plomb, ajouter 1 4 2 mi Jd'éther
éthylique et sccouer Kgerement. Laisser décanler {5 minules). Ajou-
ter doucement 0.5 ml de réactif de Kovacs {Merck 9293} & Iinté-
ricur du tube incliné.

Réaction positive : 1a présence d’indole est indiquée par I'appari-
tien d'une coloration touge dans la couche jaunc entre la phase
€ther et la phase aqueuse.

Croissance a 37 *C (Ramamurthi, 1959).

Milieu :

Bouillon de culture de Difco Bacto (n° 0G03): 8 g.

Eau distillée : | 1.

Mélanger, dissoudre et répartir dans des tubes i raison de 6 ml
par tubc.

Stériliser & l'autoclave & 121 °C pendant |5 minutes.

Inoculer et laisser incuber 3 37-C.

Réaction positive © croissance.

Croissance dans du chlorure de sodium 3 7 p. 100 (Ramamur-
thi, 1959).

Milicu :

Bouillon de culture de Difco Bacto: 8 g.

NaCl: 70 g

Eau distillée : 1 1.

M¢élanger, dissoudre ct répartir dans des tubes i raison de 6 ml
par tubc.

Stérliser & l'auwtoclave 4 121 °C pendant 15 minutes.

Réaction positive : croissance.

Hydrolyse de la gélatine (Lelliott. Billing ¢t Hayward, 1966).

Milieu .

Gélatime de Difco Bacto (n° 0143) 0 120 g.
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Eau distillés : 1 1.

Mélanger, dissoudre en chanffant et répartir dans des tubes 2 rai-
son de 6 ml par tube,

Stériliser a P'autoclave 4 121 °C pendam |5 minutes.

Réaction positive ; liquéfaction de la gélatine méme en mainte-
nant la température 4 5°C pendant 30 minutes.

Hydrolyse de I'amidon.

Milieu :

Gélose mutritive de Difco Bacto (fonduey: 11

Amidon soluble de Difco Bacto (n° 0178): 2 g.

Mélanger et stériliser & autoclave 4 115 °C pendant 10 minutes.

Verser dans les boites. Inoculer les builes par tiches.

Apreés une crojssance suffisante (10 & 20 jours), prélever une par-
tie du produit et le plonger dans du soluté jodo-toduré de Lugol.

Réaction positive : des zones claires sous ou autour de la crois-
sance bactérienne indiquent qu'il y a eu hydrolyse de I'amidon. Le
reste du milieu reste pourpre.

Hydrolyse de I'esculine {Snecath et Collins, 1974).

Milieu :

Peptone de Difco Bacto: 10 g.

Esculine: 1 g.

Citrate de fer (Merck 3862): (005 ¢.

Citrate de sodium : 1 g.

Eau distillée : 11

Dissoudre en mélangeant et répartir dans des (ubes & raison de
6 ml par tube.

Stériliser a I"autoclave a 115 °C pendant 10 minutes.

Le milicu est clair, avec une fluorescence blevdtre.

Réaction positive : 'hydrolyse de 1'esculine est révélée par le
virage au brun et la disparition de la fluorescence. Pour la contréler,
utiliser une lampe 4 rayonnement ultraviolet,
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ANNEXE TI

l. Dans tous les cas d'apparition suspectée pour laquelle on a
constalé, au test d'immunofluorescence pratiqué selon la méthede
décrite 4 I'annexe 1. une réaction positive devant éue confirmée ou

mfirmée par I'achévement de cette méthode, il convient de garder et
de conserver dans des conditions appropriées jusqu'a 1'achévement
de la méthode en question :

- tous les tubercules ou plantes faisant partie de I'échantillon,
dans la mesure du possible ; ‘

— tout extrail résiduel et les lames suppiémentaires préparées en
vue des tests d immunofluorescence.

2. En cas de confirmation de la présence de I'organisme, il
convient de garder et de conserver dans des conditions appropriées,
pendant au moins un mois aprés la procédure de notification prévue
4 I"article 5, paragraphe 2:

— les éléments visés au point | ;

— un échanullon d'aubergine infecté par l'inoculation d’extrait de

tubercule ou de plante ;

— la culture isolée de 1'organisme.

ANNEXE ITI

1. Pour déterminer 1'étendue de la contamination probable visée 2
I'article 3. paragraphe |. point b. il convient de prendre en considé-
ration les éléments suivants

— les tubercules ou les plantes cultivés en un lieu de production
déclaré contaminé en vertu de [article 5. paragraphe !,
point a;

— le(s) lieu(x) de production ou les installations ayant, dans le
systtme de production, un lien avec les tubercules ou les
plantes qui ont é¢ déclarés contaminés en vertu de Particle 5,
paragraphe |, point @, y compris ceux partageant 1'équipement
et les installations de production directement ou par le biais
d’un entrepreneur commun

- les tubercules ou les plantes produits dans le(s) lieu(x) de pro-
duction visé(s} au tiret précédent, ou présents dans ledit (les-
dits) lieu{x) pendant la période ol les tubercules ou plantes
déclarés contaminés en vertu de ['article 5, paragraphe |,
point a. étaient présents dans les installations ouw les lieux de
production visés au premier firet ;

- les entrepdts centraux ol sont manipulées des pommes de terre
provenant des lieux de production susvisés ;

— tout matériel. véhicule, récipient. entrepdl ou partie de ceux-ci.
ainsi que tout autre objet, y compris 1'emballage, qui peut, au
cours des douze mois précédents ou A tout autre moment appro-
prié, avoir ét¢ en contact avec les tubercules ou plantes décla-
rés contaminés en vertu de Varticle 5, paragraphe 1. point a;

~ tout tubercule ou plante entreposé dans ou en contact avec un
des éléments ou objets visés au tiret précédent, avant le net-
toyage et la désinfection de ceux-ci,

et i

~ A la suite des tests visés & l'article 6, les tubercules ou les
plantes ayant la méme origine clonale que les tubercules ou les
plantes qui ont été déclarés contaminés en vertu de larticle 5,
paragraphe |, point a, et pour lesquels les tests indiquent
gu'une contamination est probable.

2. Pour déterminer la propagation possible visée 3 1'article 5,
paragraphe 1, point ¢, il convient de prendre en considération les
éléments suivants

— la proximité des autres lieux de production ol sont cultivées

des pommes de terre ou d'autres plantes hotes ;

- T'origine commune des stocks de pommes de terre de semence.

3. Les modalités de la notification visée 3 Darticle 5, para-

graphe 2. comprennent

— pour tout envoi ou Jot de pommes de terre déclaré contaminé,
le certificar prescrit & I'article 10 de 1'arrété du 16 aodt 1994,
le numéro de passeport ou d’enregistrement, selon le cas .

— la dénomination variélale pour les stocks de pommes de terre
de semence et, si possible, dans tous les autres cas ;

— une description des éléments de la contamination déclarée et de
la zone délimitée ;

— l'existence d'un extrait, de lames préparées en vue de ftests
d’immunofluorescence, d’un échantillon d’aubergine infectée et
d’une culture isolée de I"organisme provenant du test par lequel
la présence de l'organisme a été confirmée.

ANNEXE IV

1. Les mesures sous contrdle officiel visées & I'article 7, para-
graphe 1, pour I'élimination de tubercules ou de plantes déclarés
contaminés en vertu de I'article 5, paragraphe I, point a, sont:

~ la transformation industrielle par livraison directe et immédiate

A unc entreprise de transformation disposant d'installations
appropriées d'élimination des déchets dont il a été érabli
qu’elles ne présentaient aucun risque identifiable de propaga-
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tion de lorganisme, ainsi que d'un systéme permeltant de
déstnfecter les aires de stockage et les véhicules quittant
I"entreprise ;

ment présente n'est planté ni semé et des mesures sont
prises en vue d'éliminet les planles spontanées, le cas
échéant ;

— d’autres mesures, pour autant qu'il soit élabli qu’elles ne pré- - ou bien des pommes de teme de semence officiellement
sentent pas de risque wdentifiable de propagation de l'orga- certifiées peuvenl étre plantées exclusivement en vue de la
nisme ; ces mesures doivenl ére notifiées 4 la commission el production de pommes de terme de conservation. 4 condi-
aux autres Elats membres. tion que les agents chargés de la production des végétaux

2. L utilisation ou 1'élimination appropriée, sous le contrdle des acquiérent la certitude que le risque constitué par les

agenls chargés de la protection des végélaux, des (ubercules ou des plantes de pommes de terre spontanées et les autres
plantes considérés comme probablement conlaminés en vertu de plantes hdtes de I'organisme spentanément présentes a €té
Iarticle 5, paragraphe I, poinl b, et visés a I"article 7, paragraphe 2, €hminé ;

comportent :

— leur utilisation en tant que pommes de terre de conservation
destinées & la consommation. en emballages prévus pour unc

- pendant au moins les deux campagnes suivant celle visée
au liret précédent, seules des pommes de terme de semence
officiellement certifiées sont plantées, en vue de la produc-

livraison et une utilisation directes ne nécessitant aucun réem-
ballage, el destinées a une telle livraison ct utilisation direcles,
o ’

leur utilisalion en tant que pommes de terre de conservation
destinées 4 la transformation industnelle aprés livraison directe
et immédiate A une entreprise de transformation disposant
d’installations approprides d’élimination des déchets et de
désinfection, ou

une quelconque autre utilisation ou élimination, pour autant

tion de semence ou de pommes de terre de conservation ;

— au cours de chacune des campagnes visées aux points pré-
cédents, des mesures sont prises pour éliminer les plantes
spontanées de pommes de terre el les plantes hotes de 1'or-
ganisme spontanément présentes et des recherches offi-
cielles sont effectnées conformément & article 2 ;

- lorsque des pommes de terre de semence officiellement
certifiées sont plantées pour la production de pommes de

wite de comservation au cours de la campagne suivamt
celle de la contamination déclarée, la récolte sur pied est
inspectée 4 des moments appropriés et des plantes sponta-
nées sont soumises a des lests visant 3 détecter la présence
de I'organisme ;

qu'il soit €labli qu'il n’existe pas de risque identifiable de pro-
pagation de ["organisme.

3. Les mélhodes approprides de nettoyage el de désinfection des
objets visés 4 Uarticle 7, paragraphe 3, sont celles dont il a éié établi
qu’elles ne présentaient aucun risque identifiable de propagation de
I'organisme ; clles sont appliquées sous la surveillance des agents
chargés de la protection de végétanx.

4. Les mesures a meltre en ceuvre dans la zone délimitée éiablic
en vertu de Tarlicle 5, paragraphe |, poinl ¢, et visées & 'anticle 7,
paragraphe 4, comprennent les mesures suivantes ;

4.1. Sur les lieux de production déclarés contaminés en vertu de

¢} lmmédiatement aprés la déclaration de la contamination
en vertu de I'article 5, paragraphe |, point a,. et au cours de
chacune des campagnes suivantes, jusques el y compris la pre-
miere saison de cullure des pommes de terre autorisée sclon les
modalités exposées au point ¢ dans les champs déclarés conla-
minés. tout le matérel et les installations de stockage présents

I'anticle 5, paragraphe L, point o -

a) Dans un champ déclaré contaminé en vertu de I'article 5.
paragraphe 1, point a:
_ 1) pendant an moins les trois campagnes suivant la campagne
de l1a contamination déclarée :

- des mesures sonl prises en vue d’éliminer les plantes de
pommes de terre spontanées el les autres plantes hotes de
|'organisme spontanément présentes |

- aucun tubercule, plante ou graine de pommes de lerre,
aucune auire plante héte de 1"organisme spontanément pré-
senle et aucune culture pour laquelle il existe un risque
identifi¢ de survie ou de propagation de I'organisme n’est
planté ni semé tant qu'il n'a pas €lé constaté, pendant
deux campagnes conséculives au moins, que le champ ne
contient pas de plantes de pommes de lerre spontanées |

- durant la premiére saison de récolte des pommes de terre
suivant la période indiquée au tiret précédent, des pommes
de terre de semence officiellement certifiées sont planiées
exclusivemenl en vue de la production de pommes de terre
de conservation et des cecherches officielles sont effec-
tuées conformémenlt a I'anticle 2

— durant la saison de récolle des pommes de terre suivant
celle visée au tiret précédent et aprés un cycle approprié
de rotation, des pommes de terre de semence officielle-
ment certifiées sont plantées pour la production de
semence ou de pommes de terre de conservation el des
recherches officielles sont effectuées conformément 3
I'article 2, ou

ii) pendant les quatre campagnes suivant celle de la contami-
nation déclarée :

- des mesures sont prises en vue d'éliminer les plantes de
pommes de terre spontanées et les autres plantes hétes de
I'organisme spontanément présentes, et

- le champ est mis et maintenu soit en jachére nue, soit en
piturage permanent et, dans ce cas, il est fréquemment
fauché ras ou mis en piturage intensif ;

- durant la premiere saison de récolle des pommes de terre
suivant la période visée au tiret précédent, des pommes de
terre de semence officicllement certifides sont plantées
pour la production de semence ou de pommes de leme de
conservalion et des recherches officiclles sont cffectuées
conformément i !'article 2

b) Dans les autres champs :

- au cours dec la campagne suivant la contamination décla-
rée :

- ou bien aucun tubercule, plante ou graine de pommes de
terre, et aucune autre plante hote de 'organisme spontané-
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sur le lieu de production et impliqués dans la production de
pommes de terre sont neitoyés el désinfectés en tant que de
besoin par des méthodes appropriées, conformément au
point 3 ;

d) Dans les systémes de production permettant le remplace-
ment total du milicu de culture

- aucun tubercule, plante ou graine n’est planté ni semé saof si
I'unité de production a été soumisec & des mesures sous
controle officiel visant & 'élimination de |'organisme et de
toute pomme de terre ou autre végétal de la famille des sola-
nacées, y compris au moins le remplacement complet du
milieu de culture ainsi que le nettoyage et la désinfection de
'unité de production et de tout 1'équipement, et si elle a par
la suite €1¢ agréée pour la produclion de pommes de terre par
le ministére de I'agriculture et de la péche :

- la production de pommes de terre est issue de pommes de
terre de semence officiellement certifiées ou de minituber-
cules ou de microplantes provenant de sources leslées.

A Tintérieur de Ja zone délimitée, sans préjudice des mesures
énumérées au point 4.1, les agents chargés de la protection des
vépétaux :

a} Immédiatement aprés la contamination déclarée et pen-
dant au moins trois périodes de végétation :

— font surveiller par leurs organismes officiels responsables les
installations pratiquant la culture, le stockage et la manuten-
tion de tubercules de pommes de terre, ainsi que les locaux
des entreprises exploitant sous contrat du matériel utilisé
dans le secteur de la pomme de terre ;

— exigenl, en tanl que de besoin, le netloyage et la désinfection
du matériel et des entrepdts de ces installations, par les
méthodes appropriées visées au poinl 3

- exigent que seules les semences certifiées soient plantées
pour toutes les cultures de pommes de terre dans ladite
zone

- exigent, dans loutes les entrepnses de la zone, la manulen-
tion séparée des pommes de terre de semences el des
pommes de lerre de conservation ;

- procedent i des recherches officielles conformément a
Particle 2 ;

b) Etablissent, en tant que de besoin, un programme de rem-
placement de tous les stocks de pommes de terre de semence
sur une période appropriée.

Les mesures mises ¢n ceuvre en vertu du point 4.2 ainsi que
les numéros d’enregistrement des producteurs, des entrepdts
collectifs et des centres d’expédition situés dans la zone délimi-
tée sont nolifiés chaque année aux autres Etats membres et & la
commission.



