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Cette instruction ne modifie aucune instruction.

Nombre d'annexes : 0

Objet : Méthode officielle d'analyse relative a la détection de Ralstonia solanacearum, Ralstonia
pseudosolanacearum et Ralstonia syzygii (complexe d’especes de Ralstonia solanacearum) en
France métropolitaine sur :

- végétal par immunofluorescence, PCR conventionnelle, PCR en temps réel et/ou isolement
et identification de la souche.

- eau par isolement et identification de la souche.
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Résumé : Officialisation de la méthode détection de Ralstonia solanacearum, Ralstonia
pseudosolanacearum et Ralstonia syzygii (complexe d’especes de Ralstonia solanacearum) en
France métropolitaine sur :

- végétal par immunofluorescence, PCR conventionnelle, PCR en temps réel et/ou isolement
et identification de la souche.



- eau par isolement et identification de la souche.

Textes de référence :

- Réglement (UE) 2016/2031 du Parlement européen et du Conseil du 26 octobre 2016 relatif aux
mesures de protection contre les organismes nuisibles aux végétaux, modifiant les réglements du
Parlement européen et du Conseil (UE) n°® 228/2013, (UE) n° 652/2014 et (UE) n° 1143/2014 et
abrogeant les directives du Conseil 69/464/CEE, 74/647/CEE, 93/85/CEE, 98/57/CE, 2000/29/CE,
2006/91/CE et 2007/33/CE

- Reglement (UE) 2017/625 du Parlement européen et du Conseil du 15 mars 2017 modifié
concernant les controles officiels et les autres activités officielles servant a assurer le respect de la
législation alimentaire et de la 1égislation relative aux aliments pour animaux ainsi que des regles
relatives a la santé et au bien-étre des animaux, a la santé des végétaux et aux produits
phytopharmaceutiques.

- Reglement d’exécution (UE) 2019/2072 de la Commission du 28 novembre 2019 modifié
établissant des conditions uniformes pour la mise en ceuvre du reglement (UE) 2016/2031 du
Parlement européen et du Conseil, en ce qui concerne les mesures de protection contre les
organismes nuisibles aux végétaux.

- Réglement d’exécution (UE) 2022/1193 de la Commission du 11 juillet 2022 établissant des
mesures destinées a éradiquer Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al. 1996 emend.
Safni et al. 2014 et a prévenir sa propagation.

- Articles 1.202-1, R200-1, R202-2 a R202-20-7 du code rural et de la péche maritime.

- Arrété ministériel du 19 décembre 2007 fixant les conditions générales d'agrément des laboratoires
d'analyses dans le domaine de la santé publique vétérinaire et de la protection des végétaux.

- Arrété du 30 mars 2023 désignant les laboratoires nationaux de référence dans le domaine de la
santé publique vétérinaire et phytosanitaire.

- EPPO (2022). PM 7/21 (3) Ralstonia solanacearum, R. pseudosolanacearum and R. syzygii
(Ralstonia solanacearum species complex). Bulletin OEPP 52(2). 225-261.



La présente instruction technique a pour objet I'officialisation de la méthode de dé-
tection de Ralstonia solanacearum (phylotype 1), Ralstonia pseudosolanacearum (phy-
lotypes | et Ill) et Ralstonia syzygii (phylotype 1V, subsp. syzygii, subsp. celebensis et
subsp. indonesiensis), (complexe d’especes de Ralstonia solanacearum (CeRS)) en
France métropolitaine.

Cette instruction vise a remplacer la précédente méthode décrite dans la directive
2006/63/CE de la Commission du 14 juillet 2006 modifiant les annexes Il a VII de la di-
rective 98/57/CE du Conseil du 20 juillet 1998 concernant la lutte contre Ralstonia so-
lanacearum (Smith) Yabuuchi et al., transposée dans le droit francais par I'arrété mi-
nistériel du 22 mars 2007 (NOR : AGRG0700699A) et abrogée le 31 décembre 2021
en conséquence de I'application de I'article 113 du Reglement (UE) 2016/2031.

Les modifications majeures des dispositions européennes, lesquelles sont désormais
définies par le Reglement d’exécution (UE) 2022/1193, sont les suivantes :
e Dans le cadre de la détection sur végétaux, ajout de la notion de résultats
contradictoires nécessitant la réalisation d’un troisieme test ;
e Ajout de la possibilité de I'utilisation de test(s) de PCR temps réel ;
* Identification obligatoire du phylotype aprés isolement de la souche ;
e Le test de pouvoir pathogene n’est plus systématique et réservé a des de-
mandes particulieres.

La méthode de détection du complexe d’espéces de Ralstonia solanacearum en
France métropolitaine décrite dans la présente instruction technique doit étre mise
en ceuvre pour la réalisation d’analyses officielles selon les modalités listées dans le
tableau ci-aprés:

Matrice 1°¢ intention Confirmation
Matériel symptomatique des végétaux hdtes (hors | Laboratoire National | LNR

plantes adventices hotes) de Référence (LNR)

Tubercules asymptomatiques de Solanum tuberosum | Laboratoire agréé* LNR
Végétaux hbdtes asymptomatiques (hors plantes ad- | LNR LNR

ventices hotes)

Plantes adventices hotes

Laboratoire agréé*

LNR (si demande client)

Eaux de surface ou de recirculation, eaux usées/ef-
fluents industriels

LNR

Sans objet

(*ou LNR en cas de demande spécifique de I'autorité compétente)

Les procédures de diagnostic de la présence du complexe d’espéces de Ralstonia so-
lanacearum dans les échantillons sont décrites dans les diagrammes disponibles en
annexe | paragraphe 3 du réglement d’exécution (UE) 2022/1193 ou dans les figures 1
et 2 au paragraphe 1 de la méthode OEPP PM7/21 (3) en utilisant les tests de détec-
tion et/ou d’identification listés dans la présente instruction technique.

A noter que les analyses faisant appel a la détection par isolement et les tests d’iden-
tification de la souche sont du ressort exclusif du LNR.

Prise d’essai et préparation des échantillons :

La prise d’essai et la préparation des échantillons se réalisent conformément aux sec-
tions suivantes de la méthode OEPP PM7/21 (3) :
e 3.2.2 pour matériel symptomatique des végétaux hotes dont adventices,



e 3.3.1.1 pour tubercules asymptomatiques de Solanum tuberosum,
e 3.3.1.2 pour végétaux hotes dont adventices asymptomatiques,
e 3.4.1 pour eaux de surface ou de recirculation, eaux usées/effluents industriels.

Tests pour les analyses de premiére intention :

e Tests d'immunofluorescence tels que décrits dans la section 3.2.3.1 de la mé-
thode OEPP PM7/21(3);

e Test de PCR conventionnelle utilisant les amorces de Pastrik et al., (2002), tel
que décrit dans I'appendice 5 de la méthode OEPP PM7/21 (3) apres extraction
de I'’ADN en utilisant le kit de purification Easy-DNA™ gDNA (Invitrogen,
comme validé par Pastrik & Maiss, 2000, cf. point 1.1 de I'appendice 3 de la
méthode OEPP PM7/21 (3)) ;

e Test de PCR en temps réel TagMan® a |'aide d’amorces et de sondes de Vree-
burg et al. (2016) [utilisant une sonde TagMan® modifiée par rapport a la
sonde originale décrite par Weller et al. (2000)], tel que décrit dans I'appen-
dice 6 de la méthode OEPP PM7/21 (3) apres extraction de I’ADN en utilisant le
kit de purification Easy-DNA™ gDNA (Invitrogen, comme validé par Pastrik &
Maiss, 2000, tel que décrit au point 1.1 de I'appendice 3 de la méthode OEPP
PM7/21 (3)).

Tests pour les analyses de confirmation :

e Tests de détection :

0 Tests précédemment listés pour les analyses de premiéere intention ;

0 Isolement sur milieu de croissance semi-sélectif mSMSA ou non sélectif
LPGA, tel que décrit dans les sections 3.2.2 et 3.3.2.1 de la méthode
OEPP PM7/21 (3).

e Tests d'identification :

o Tests d'immunofluorescence tels que décrits dans la section 3.2.3.1 de
la méthode OEPP PM7/21 (3);

0 Test de PCR conventionnelle utilisant les amorces de Pastrik et al.,
(2002), tel que décrit dans I'appendice 5 de la méthode OEPP PM7/21
(3) apres extraction de I’ADN par lyse thermique telle que décrite au
point 2 de I'appendice 3 de la méthode OEPP PM7/21 (3) ;

0 Test de PCR en temps réel TagMan® a I'aide d’amorces et de sondes de
Vreeburg et al. (2016) [utilisant une sonde TagMan® modifiée par rap-
port a la sonde originale décrite par Weller et al. (2000)], tel que décrit
dans I'appendice 6 de la méthode OEPP PM7/21 (3) apres extraction de
I’ADN par lyse thermique telle que décrite au point 2 de I"'appendice 3
de la méthode OEPP PM7/21(3);

0 Test de PCR multiplex conventionnel spécifique au phylotype [Opina et
al. (1997); Fegan & Prior (2005)], tel que décrit dans I'appendice 9 de la
méthode OEPP PM7/21 (3) aprés extraction de I'ADN par lyse ther-
mique telle que décrite au point 2 de I'appendice 3 de la méthode
OEPP PM7/21(3);

0 Test de pouvoir pathogene (pour cas particuliers) tel que décrit dans
I'appendice 10 de la méthode OEPP PM7/21 (3).



Conservation des échantillons au laboratoire :

Avant analyse :

Le délai entre la réception de I"échantillon et le début de I'analyse doit étre de préfé-
rence inférieur a 7 jours calendaires pour les échantillons frais prélevés dans de
bonnes conditions.

L’échantillon devra pendant ce temps étre conservé :

o

a température ambiante (15 a 25°C + 4°C) pour l'eau et les végétaux
asymptomatiques ou présentant tres peu de symptémes ;

en enceinte réfrigérée a +5°C + 4°C pour les échantillons symptoma-
tiques.

Apres analyse :

o

Cas d’un échantillon négatif : sauf mention contraire explicite ou im-
possibilité technique avérée, les laboratoires doivent conserver les reli-
quats pertinents (nature, quantité et qualité) de matériel soumis a ana-
lyse, dans des conditions appropriées garantissant leur intégrité, au mi-
nimum jusqu’au quinziéme jour ouvrable suivant I'envoi au demandeur
d'un rapport d’analyse pour éventuellement permettre la demande
d'une analyse contradictoire par le client.

Cas d'un échantillon positif : I'ensemble des reliquats pertinents
(souche isolée, extrait d’ADN) doit étre conservé pendant une durée
minimale de 12 mois, sauf pour les parties éventuellement transmises
au laboratoire national de référence, a qui est alors transférée la charge
de conservation des reliquats.

Conservation d’une souche isolée : toute souche isolée d’'un échantillon
positif doit étre conservée par une méthode de conservation bacté-
rienne a long terme (par exemple congélateur < - 18°C).

Cette instruction technique est applicable a partir du 01/01/2025 et de fagon obliga-
toire a compter du 01/10/2025.

La méthode OEPP PM7/21 (3) a laquelle il est fait référence dans la présente instruc-
tion technique a été publiée dans le Bulletin de I'OEPP, volume 52, N°2, d’ao(t 2022.
Elle est également disponible sur le site Internet de I'OEPP (https://www.eppo.int/RE-
SOURCES/eppo_standards/pm7_diagnostics).

Le sous-directeur de la santé et de la protection des végétaux
Emmanuel KOEN
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