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ALLEGATO I 

SEZIONE I 

Elenco delle piante ospiti di  Ralstonia solanacearum (Srnith) Yabuuchi et  al. d i  cui all'articolo 1 

Piante (compresi i tuberi) diverse dai semi veri di Solanum tuberosoum L. Patata 

Piante diverse dai semi di Lycopersicon lycopersicum (L..) Karsten ex Farw. Pomodoro 

SEZIONE Il 

Accertamenti 

1. Gli accertamenti ufficiali di cui all'articolo 2, paragrafo 2, lettera a ) ,  debbono essere basati sulla biologia 
del microrganismo nocivo e sul particolare sistenia di produzione nello Stato membro interessato. Essi 
debbono comprendere: 

i) nel caso delle patate, 

- a momenti appropriati, l'ispezione visuale della pianta dprante la crescita e10 il prelievo di 
campioni di tuberi-seme e di altre patate durante la stagione di crescita oppiire in iiiagazzino. 
Questi campioni debbono essere sottoposti a ispezioiie visuale ufficiale o sotto sorveglianza 
ufficiale, comportante il sezionamento dei ruberi, 

e inoltre, 

- nel caso dei tuberi-seme e, se del caso, di altre patate, esami di laboratorio, ufficiili o sotto 
sorveglianza ufficiale secondo il metodo di cui all'allegato 11; 

il) nel caso del pomodoro, 

- l'ispezione visuale, a momenti appropriati, almeno durante la crescita delle piante destinate al 
r e i m p i a n t ~ a d  usi professionali. 

2. La notifica degli accertamenti ufficiali di cui all'articolo 2, paragrafo 3, deve comprendere: 

i) nel caso delle patate, 

- la superficie totale, valutata in ettari, coltivata a parate d a  seme e a d  altri tipi di parata, 

- la srratificazione per categoria (patate da seme e d a  consumo), e s e  del caso, per regione, 

- il numero dei campioni prelevati per l'esame e il calendario dei prelievi, 

- il numero di ispezioni visuali sul terreno, 

- il numero delle ispezioni visuali sui tuberi (e l'entità dei campioni); 

ii) nel caso delle piante di  pomodori, almeno durante la crescita, destinate al reimpianto a d  usi 
professionali, 

- numero totale stimato delle piante, 

- il numero delle ispezioni visuali; 

iii) nel caso delle piante ospiti divcrbe daila pdiaLA c dai yutiiuduiu, cuiiiyicar: Ic auldiidccc aciv,tiiciic 
ospiti, 

- la specie, 

- il numero e la cadenza dei campioni prelevati, - 
- la zonalil corso d'acqua sottoposti a prelievo, secondo i casi, 

- il meta& di analisi; 

iv) nel caso degli accertamenti sull'acqua e sugli scarichi di  reflui degli 'impianti di trasformazioiie 
industriale o di imballaggio, 

- il numero e la cadenza dei campioni, 

- la zonalil corso d'ac,quail'ubicazione dell'impianto sottoposti a prelievo, secondo i casi, 



4-5-2000 GAZZETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA Serie generale . n . 102 

ALLEGATO I l  

SCHEMA PER LA DIAGNOSI. IL KLLEVAMENTO E ifWENTIPICAZIONE DI RALSTONiA 
SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL . 

SCOPO DELLO SCHEMA DIAGNOSTICO 

Questo schema descrive i vari procedimenti da usare per: 

i) la diagnosi del marciume bruno nei tuberi di patata e della verticillosi batterica nelle piante di patata e 
di pomodoro; 

l i )  i l  riievamenro di Ralsronia solanacearurn nei cainpiurii di cubcri di pdrdra. 

i i i )  l'identificazione di Ralstonia solanacearum 

Nelle appendici vengono descritte le modalità per la preparazione dei materiali per i saggi. cioè terreni di 
coltura. tamponi. coluz.oni. rengentz 
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CF7.1C)NF 1 

APPLICAZIONE DELLO SCHEMA 

Diagnosi del marciurne bruno nci tubcri di patata c di verticillosi batterica nelle piante di patata e di pomodoro 

11 procediliiciito qui iiidicnto ì. da applicarsi alle piante e ai tuberi con sintomi tipici o sospetti di niarciume bruno. Esso 
comporta una Prova riipid.1 di sclczione prelim~nare, I'isolaincnto dcll'agcnte patogcno dal tessuto vascolare infetto s u  
terreni di coltura diagiiostici C,  iii caso di esito positivo, l'identificazione della coltura come Ralstonia solanacèarum. 

Diagromma di flusso 

piante di parata o di pomodoro o tuberi di patata con sintomi ('1 

i 

saggioli rapidoli per 
selezione 

preliminare (') 

I ISOLAMENTO I 
I colonie con morfologia tipica l 

SAG(;I D1 CONFERMA 
iilcntiticazione (') di una coltura 

piirn c<)rnc Ralstonia solanacearum 
più prova di patogenicità (') 

I pianteelo tul>eri infetti da 
Raistonia solaiacearum I 

inferti da Ralsron~a 
solanacearum 

Riferimenti del diagramma di flusso: 

(') La descrizione dei sintomi è fornita nella sezione il, paragrafo l. 

(') I saggi rapidi di  selezione preliminare permettono di  formulare una diagnosi presunta. 

I saggi idonei sono: 
- fuoriuscita a filamenti della massa batterica dal tessuto vascolare del fusto ( sa ione  11,  arag grafo 2), 
- saggio dei granuli di poli-beta-idrossibutirrato [sezione Il, paragrafo 2), 
- colorazione IF (sezione 111, paragrafo 2), 
- Saggio Elisa (sezione 111, paragrafo 3), 
- PCR (sezione 111, paragrafo 4). 

(l) Sebbene l'isolamento del patogeno da materiali con sintomi tipici mediante la tecnica della diluizione in piastra sia 
immrdiaro, in laJi araneatc di inteeione la creccirs delle sue colonie può non 9ver luogo. I bstteri ~ ~ ~ ~ ~ f ~ r ~  che ri 
sviluppano nel tessuto malato possono eliminare o inibire il patogeno sul substrato d~ isolnniento. Se I'isolarnento è 
negativo, ma i sintomi della malattia sono tipici, l'isolamento deve essere-ripetuto, preteribilmcnre su iin substrato 
selettivo. 

(') Si può perseguire una identificazione affidabile di una coltura pura di Ralstonia solanacearum per niezzo di almeno 
uno dei saggi elencari nella sc'iuiic 11, p i a g r a f o  4.1 abbinate a una prova di  patogeniciri (sezionc I l ,  p,iras:,;eto 1.3). 
La caratterizzazione del ceppo è facoltativa ma è consigliabile per ogni nuovo caso. 
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2~ Rilevamento e identificazione di Ralstonia solana~eanirn in campioni di tuberi di patata 

Il procedimento è inteso a rilevare le infezioni latenti nei tuberi di patata mediante uno o, preferibilmente, giù di 
selezione preliminare che, se positivi, vengono confermati dali'isolamento del patogeno e quindi, in caso di isolamento di 
colonie tipiche, dall'identifisezione di una coltura pura di Rnlstonia solanacearum. 

Diagramma di flusso 

I campione di cuberi di patata (') + 1 

SAGGIO (SAGGI) DI SELEZIONE PRELIMINARE (l) 

J. 
COLORAZIONE IF (') e10 

isolamento selettivo in piastra (') 
con ulteriori prove facoltative: 

rnggm Elis1 (l) 
PCR (') 

prova (prove) di arricchimento (') 

t .t- 
caniplone non 

tutti i saggi eseguiti 
sono negativi Ralstonin 

solanaceariini 

ISOLAMENTO 

saggio 
seletrivo in biologico (>) 

piastra 

I colonie con rnorfologia tipica 1 

campione iion 
infetto da 
Ralstonia 

solanacearum 

identificazione (') della coltura come 
Ralstonia solanacearum 

più prova di patogenicità (') 

campione non 
infetto da 
Ralstonia 

solanacearuni 

campione infetto da 
Ralstonia solanaFearum 
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Riferimenti del diagra~rima di flusso 

(') C a m p i o n e  

I1 campione standard è di 200 tuberi. Tuttavia il procedimento può essere convenientemente applicato anche a 
campioni avcnti mcno di 200 tubcri. 

(') S a g g i o  ( s a g g i )  d i  s e l e z i o n e  p r e l i m i n a r e  

Un singolo saggio di selezione preliminare può non essere sufficientemente sensibile o affidabile per rilevare Ralstonia 
solanacearum in un campione. E quindi consigliabile eseguire più di un saggio. Se possibile, tali saggi dovrebbero esqere 
fatti con metodologie differenti. 

(') C o l o r a z i o n e  d i  i m m u n o f l u o r e s c e n z a  ( I F )  

La colorazione IF (metodo indiretto) C un saggio di selezione preliminare ben collaudato. Esso ha pertanto vantaggi 
rispetto ad altre provenon ancora pienamente sviluppate O convalidate. Secondo i parametri di lettiirn specificaci in 
tale metodo si rrzcr l  di un r.88io renribile (soglia di 10'-10' cellule per rnl di pellet di estratto di parato]. 

I1 fattore critico per I'affidabilità dell'esito del saggio è la qualità dell'antisiero. Solo un antisiero ad alto titolo (minimo 
2000 per I'antisiero grezzo) è accettabile e tutte le prove devono essere eseguite con antisiero a tale titolo o con una. 
diluizione inferiore a detto titolo. Il metodo indiretto è preferibile. Il metodo diretto può essere usato se il saggio ha un 
livello di sensibilità e di specificità equivalente a quello del metodo indiretto. 

Il saggio IF ha il vantaggio di coiisentire una interpretazione soggettiva della morfologia dicolorazione della cellula e 
dell'intensità della fluorescenza che forniscono le informazioni sulla specificità della reazioné. Sono frequenti le reazioni 
incrociate con batteri sierologicamente affiiii provenienti dal suolo O associati a tessuti della patata con morfologia 
cellulare di Ralstonia solanacearum. Il saggio 1F può essere usato come unico saggio di selezione prelimiiiare sebbene, 
qualora si sospettino reazioni incrociate, dovrebbe essere fatto un saggio preliminare addizionale basato su differente 
base biologica. In questi casi l'isolamento selertivo è il piii appropriato. 

(+) I s o l a m e n t o  s e l e t t i v o  in p l a s t r a  

Si tratta di un saggio sensibile e selettivo per Ralstonia solanacearum se fatto con substrato SMSA modificato e con la 
metodologia specificata in questo schema. Il risultato è disponibile da 3 a 6 giorni dopo la preparazione del campione. 
Il patogeno viene ottenuto direttamente in coltura e può essere facilmente identificato. Ai fini di un perfetto 
sfruttamento del suo potenziale, il saggio richiede un'accurata preparazione di coni ombelicali piccoli per eliminare i 
batteri secondari associati al tessuto della patata che sono competitori di Ralstonia solanacearum sul terreno di coltura 
e ne possono influenzare la crescita. Alcuni ceppi possono stentare a crescere in quanto anche i componenti del terreno 
possono condizionare l'organismo obiettivo. Occorre particolare attenzione anche per distinguere Ralstonia solanacea- 
rum da altri batteri che si possono sviluppare sul terreno di Coltura. L'iSOiament0 SelettivO in piastra puo essere usato 
come unico gaggio di selezione preliminare sebbene, nel caso in cui si ottenga un risultato negativo e si sospetti 
l'inibizione di Ralstonia solanacearum da parte di altri batteri presenti sul terreno di coltura, dovrebbe essere fatto un 
saggio di selezione preliminare di altro tipo per confermare O confutare la diagnosi. In tali casi, la colorazione IF è la 
più appropriata. 

(*) S a g g i o  E l i s a  

I l  saggio Elisa è generalhente meno sensibile della colorazione IF (soglia di 1O4-10' cellulelml di pellet di estratto di 
patata). Il saggio è economico e veloce ma, generalmente, è più soggetto a falsi risultati positivi (reazioni incrociate) e a 
falsi risultati negativi (inibizione da parte di molecole fenoliche nell'estratto di patata). È richiesta una specificità 
dell'aiitisiero estremaniente alta. Il saggio Elisa non può essere usato come unico saggio di seleziont: ~rcliminare.  

(') P C R  

Il saggio PCR ha potenzialmente un'elevata sensibilità di rilevamento. Il saggio viene facilmente inibito da componenti 
presenti nell'estratto di pianta o di tubero che portano a una falsa negatività. Alcune cultivar di patata contengono più 
iiiiliirvii di ritic. È pcrtaiicu iirccssaiiu i i i i iuuvcic  cali iiiibituii. Gli iiiibitoii yoo~oiiu csscic cvii*ii ~ u i i  la diluiriuiic, ma 
in tal modo anche le popolazioni di Ralstonia solanacearum vengono diluite. È necessario prestare molta attenzione in 

-tutte le fasi di preparazione del campione e del saggio per impedire la contaminazione che porterebbe a risultati 
falsamente positivi. Falsi risultati positivi possono derivare anche da sequenze omologhe presenti in altri organismi. Per 
tali motivi la PCR diretta non può essere usata come unico saggio di selezione preliminare. 

('1 P r o v a  d i  a r r i c c h i m e n t o  

L'incubazione dl campioni di sedimenti di centrifuga di estratto di patata in un brodo di coltura semiselettivo, come un 
brodo SMSA modificato, consente la moltjplicazione di Ralstonia solanacearum. Inoltre, cosa forse ancora più 
importante, diluisce i potenziali inibitori deisaggi Elisa o PCR. Ralstonia solanacearum può in tal modo essere rilevato 
nel brodo di nrricchimcpro con i IF, ~ f i s a  o PCR. blon coricigliamo di lore I'ioolomcnto dirctto in pzastrn i 
brodi arricchiti. Questi metodi di arricchimento non sono stati ancora sperimentati e provati in modo approfondito. 
Sono stati inclusi in questo schema per il loro buon potenziale. Tuttavia, data la relativa mancanza di esperienza nella 
loro csecuqidnc, non possono essere utilizzili come unici metodi di rilevamento. 

(7 S a g g i o  l i i o l o g i c o  

Il saggio biologico è usato per l'isolamento di Ralstonia solanacearum dai sedimenti di centrifuga di estratti di patata 
sfruttando una pianta ospite come mezzo selettivo di arricchimento e può essere fatto su piante di pomodoro o di 
melanzana. Il saggio richiede condizioni ottimali di incubazione, come specificato in tale metodo. È molto probabile 
che in tale saggio i batteri inibitoti di Ralstonia solanacearum sul mezzo SMSA non interferiscono. 

(') S a g g i o ( i )  d i  c o n t e f m a  , 

È possibile otqnere u,na identificazione affidabile di coltura pura di Ralstonia solanacearum almeno con uno dei saggi 
elencati nella sezione; 11, paragrafo 4.1, abbinata a una prova di patogenicità (sezione !I, paragrafo 4.3). La 
caratterizzazione del ceppo è facolrariva, anche se consigliabile per ogni nuovo caso. 

. ,- 
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SEZIONE. I1 

DIAGNOSI DEL MARmME BRUNO NEI TUBERI DI PATATA E  D1 VERTICILLOSI BA'iTERICA NELLE PIANTE D1 
PATATA E DI POMODORO 

1. Sintomi del marciume bruno 

1.1. S i n t o m i  n e l l a  p a t a t a  

Pianta di patata. La fase iniziale dell'infezione consiste nella perdita di turgore delle foglie della parte superiore della pianta 
con le alte temperature diurne e loro ripresa durante la notte. La flaccidezza si aggrava, diventa presto irreversibile e porta 
a morte la pianta. I1 tessuto vascolare dei fusti di piante avvizzite tagliato trasversalmente può diventare bruno e un liquido 
lartiginoso può essudare dalla superficie tagliata o puo essere fiiciliiiente fatto uscire per compressione. Quando uno stelo 
idgiidlu V ~ C I I C  ~ I I I I I I C I ~  vcr[icalmente In acqua, filamenti di.mucillsgine colano dai tasci vascolari. 

Tirbero di patata. I tuberi di patata devono essere tagliati tr~svcrsalmente vicino all'ombelico (punto di attacco dello 
stolone). La fase iniziale dell'infezione consiste in una alterazioiic di colore da giallo vitreo a marrone chiaro dell'anello 
vascolare da cui fuoriesce spontaneamente un liquido color creniii chiaro dopo pochi minuti o quando viene esercitata uria 
~ ~ F Y F  ~ L F ~ S ~ U I I C  Jcllc J i ~ d  sulla buccia vicino alla superficie sezionata. In seguito IO scoioramento vascolare diventa di un 
marrone più netto e la necrosi può estendersi al tessuto parciichimatico. Nelle fasi avanzate l'infezione si espande 
centrifugamente sino ad emergere in corrispondenza dell'omhclico e degli occhi dove causa tacche bruno-rossastre, 
leggermente infossare e fuoriuscita di gocciole di essudato cui riiiiaiigono aderenti particelle di terreno. . . 

1.2. S i n t o m i  n e l  p o m o d o r o  

Pia~t ta  di ponrodoro. 11 primo siiitomo visibile è l'aspetto flaccido delle foglie più giovani. In condizioni ambientali 
favorevoli per l'agente patogeno (temperatura del suolo di circa 2 j o C ,  umidità satura), epinastia e flaccidezza di un lato 
della pianta O dell'intera pianta seguono in pochi giorni porrando alla rovina totale. In condizioni meno favorevoli 
(temperatura al  suolo inferiore a 21'C) possono svilupparsi sullo stelo molte radici avventizie. Si può osservare un cordone 
d i  grasso lungo l o  stelo che indica la necrosi del sistema vascolarc. Quando lo stelo è tagliato trasversalmente, dai tessuti 
vascolari bruni scoloriti dello stelo essudano gocce di liquido bnttcrico bianco o giallastro. 

2. Saggi rapidi per seleuone preliminare 

Un saggio di selezione preliminare facilita la formulazione di una diagnosi presunta Usare uno o più dei seguenti saggi 

Prova dell'essr~dato batterico $i11 /usto 

La presenza di Ralstonia solanacearum nei fusti di patata aventi foglie flaccide può essere accertata mediante la seguente 
prova presuntiva. 

Tagliare lo stelo appena al di sopra del livello del suolo. Porre In superficie tagliata in u n  bicchiere contenente acqua. Poco 
dopo, filamenti di mucillagine battcrica coleranno spontaneaniciitc dai.fasci vascolari. Altri batteri che causano infezione 
vascolare nelle piante di patate non provocheranno questo fennincno. 

Rilevamento dei granuli d i  poli-heta-idr0ss1bi1trrrato (PHB) 

I granuli PHB nelle cellule di Ralstonia solanacearum sono resi viabili ron la rnlnra7anne hiti Ntlo A o nern (iidan R 

Preparare uno striscio dell'estudato o della sospensione di te$\uto su un vetrino da  microscopio oppure preparare uno 
striscio di una coltura di 48 ore su YPGA o SPA (appendice 1 )  I'reparare strisci di controllo positivo di un ceppo bio- 
var 2, razza 5.  Lasciare seccare. Passare rapidamente diverse volte la parte inferiore del vetrino sopra la fiamma fino a 
quando lo striscio sia fissaro. 

C o l o r a z i o n e  b l u  N i l o  

1 )  Coprire lo striscio fissato con una soluzione acquosa all'l 5: di blu Nilo A. Mantenere in incubazione per l 0  minuti a 
55 "C. 

2) Far sgocciolare la soluzione colorante. Lavare rapidamente sotto un getto leggero di acqua corrente. Eliminare l'acqua 
in eccesso con carta bibula. 

3) Coprire 10 striicio con una soluzione di acido acetico a113 %. Mantenere in incubazione per 1 minuto a temperatura di 
laboratorio. . 

4) Lavare sorto un getro leggero di acqua corrente. Asciugare tamponando con carta bibula. 

5) Riumidificarc con una goccia d'acqua. Applicare un vetrino coprioggetto 

6 )  Esaminare lo striscio colorato con un microscopio a epifluorescenza a 450 nm in olio da  immersione a 1 0 0 0  
ingrandimenti. 

Osservare se vi sia una fiyrescenza arancio vivo dei granuli PHB. Osservare anche a luce normaia per accertare che i 
granuli siano iritracellulafi e che l a  morfologia della cellula sia tipica di Ralstonia solanacearum. 

, 4 .' 
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C o l o r a z i o n e  n e r o  S u d a n  

1) Coprire to striscio fissato con una soluzione allo 0,3% di nero Sudan B in 70% di etanolo. Mantenere in incubazione 
per 1 0  minuti a temperatura ambiente. 

2) Far sgocciolare la soluzione colorante. Lavare rapidamente in acqua corrente. Eliminare l'acqua in eccesso con carta 
bibula. 

3)  Immergere rapidamente lo striscio in xilolo Asciugare tamponando con carta bibula. 

Atte~~zrone: Lo xilolo è un p;odotto nocivo. Operare in ambiente provvisto di cappa a tiraggio forzato 

4)  Coprire lo striscio con una soluzione acquosa di safranina allo 0 ,5% (plv) e lasciare per 1 0  secondi a temperatura 
ambiente. 

Attenzrone: La safranina e un prodotto nocivo. Operare in ambiente provvisto di cappa a tiraggio forzato. 

5) Lavare sotto un Setto leggero di acqua correiite Asciiigare taiiiponando con carta bibula Applicare un {errino 
coprioggetto. 

6) Esaminare lo striscio colorato con un inicroscopio ottico a luce trasmessa con olio da immersione a 1 000 
ingrsndimenti. 

I granuli PHB in cellule di Ralstonia solanacearum si colorano di blunero La parete della c>llula si colora di rosa. 

A l t r i  s agg i  

Altri saggi appropriati per la seleeioiie preliniiiiaie soiio la coloiazioiie IF (seriorle I11.2), il saggio Elisa (sezione 111.3) e il 
saggio PCR (sezione 111.4). 

3. Procedimento di isolamento 

3 1 Rimuovere I'essudato o le parti di tessuto cromaticamenre alcerate dall'anello vascolare del tubero di patata e dai fasci 
vascolari dello stelo delle piante di patata o d~ pomodoro Sospenderlo in una piccola quantità di acqua disrillata sterile o 
in tampone fosfato a 50 mM. Lasciare riposare per 5 10 minuti 

3.2. Della sospriisioiic preparare almeno duc dilui~iu~iiiIr~irndli, 1/10 t. 1/100, od alrre se opportune. 

3.3. Trasferire un volume standard della sospensione su un substrato nutritivo generale (NA, YPGA, SPA, appendice 1) e/o sul 
substrato di Kelman al tetrazolio (appendice 1 )  e10 sul substrato selettivo SMSA (appendice 7) e inseminare le piastre con 
tecnica appropriata o con un'ansa, arrovenrandola tra un inseminamento e I'alrro. Se viene usato SMSA, preparare a patte 
una serie di piastre con una coltura diluita in sospensione di cellule di Ralstonia solanacearum di ceppo virulento biovar 2, 
razza 3, come controllo positivo. 

3.4. Mantenere le piastre in incubazione per 3 giorni a 2 8 T .  L'incubazione può essere prolungata fino a 6 giorni se la crescita 
è lenta, ma le colonie su piastre di SMSA spesso divengono atipiche c.muoiono. 

Sul terreno nutritivo generale gli isolati virulenti di Ralstonia. solanacearum sviluppano colonie bianco-perlacee, piatte; 
irregolari e fluide, spesso con caratteristici vortici. 

Sul substrato di Kelman le colonie tipiche degli isolati virulenti di Ralstonia solanacearum sono fluide, irregolari, piatte, 
bianco-latte, con vortici color rosso sangue al centro Le forme avirulente dr Ralstonia solanacearum divengono butirrose 
di c d o r  rosso scuro. 

Sul subctrato SMSA oli isoleti virulenti di Rnlstonio aolnnaceorum sviluppano colonie bianco latrc, piattr, i ~ ~ c ~ u l . i i i  c Iluicic 
con centri color rosso sangue. 

Le torme non virulente di Ralstonia solanacearurn sviluppano colonie meno fluide che sono completamente di colore tra il 
rosa e il rosso. 

3.5. Puriticare le colonie con morfologia caratteristica.'mediante subcoltura su un terreno nutrivivo generale. Evitare' di fare 
subcolture ripetute che possonL portare a perdita di virulenza. 

4. Saggi di conferma: . 

4.1. Iderrtificaztone dt Ralstonia solanacearu~n 

Identificare le colture pute di Ralsronia solanacearum con alnlen0 uno del seguenti procedimenti: 

S a g g i  n u t r i z i o n a l i  ed e n e i m a t i c i  

Nota: includere appropriati F ~ ~ p i  di controllo in ogni Saggi0 che si effettua. 
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Sono universalm-tc presenti0 assenti le seguenti prgprietà fenotipiche della Ralstonia solanaceamm: 

~ig&fito fluoréjicente'. - 
Inclkioni PHB + 
Prova 0% O a -  
Catalasi + 
Òssidasi di Kovacs + 
Riduzione dei nirrati + 

Utilizzazione del citrato + 
Crescita a 40°C - 

Crescita in NaCI dell'l % + 
Crescita in NaCI del 2 %  - 
Arginina deidrolasi - 

Liquefazione della celatina - 
Idrolisi dell'amido - 
Idrolisi dell'esculina - 
Produzione di levano - 

Substrati e metodi reperibili su Lelliott e Stead (1987). 

C o l o r a z i o n e  I F  

Preparare una sospensione di concentrazione a lo6 cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di contiolio 
positivo. Preparare una serie di diluizioni 1:2 dell'antisiero Applicare il procedimento IF (sezione 111, paragrafo 2) Il titolo 
IF della coltura in esame deve essere equivalente a quella del controllo positivo. 

S a g g i o  E l i s a  

Preparare una sospensione di concentrazione superiore a lo6 cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di 
controllo positivo. Applicare il procedimenro Elisa (sezione 111, paragrafo 3). I1 valore Elisa della coltura in esame deve 
essere equivalente a quello del controllo positivo. 

S a g g i o  P C R  

Preparare una sospensione di lo6 cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di controllo positivo. Applicare la 
PCR (sezione 111, paragrafo 4) I1 prodotto PCR della coltura in esame deve avere le stesse dimensioni e profilo enzimatico 
di restrizione (REA) del controllo positivo. 

I b r i d a z i o n e  f l u o r e s c e n t e  i n  s i t u  ( F I S H )  

Preparare una sospensione di IO6 cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di controllo positivo. Applicare 11 
procedimento RSH (Van Beuningen et al., 1995) con il primer OLI-l PCR (Seal et al., 1993). La coltura in esame deve 
manife'stare la stessa reazione del controllo positivo 

P r o f i l o  d e l l e  p r o t e i n e  

Le proteine cellulari totali denaturate vengono separare mediante elertroforesi in gel di poliacrilamide - PAGE (Stead, 
1992a). 

P r o f i l o  deg l i  a c i d i  g r a s s i  (FAP)  

Far crescere la coltura in esame e un ceppo di corprollo positivo per 48 ore a 28°C su TSA e applicare i1 procedimento 
FAP (Janse, 1991;$~kead, 1992a, Stead, 1992b) il profilo della coltura in esame deve essere identico a quello del controllo 
positivo. In bases$lle condizioni specificate, gli acidi grassi caratteristici sono  14:O 30H,  16 O 2 0 H ,  16 1 2 0 H  e 18 1 
2 0 H  

4.L. Caratteriuaziotie del ceppo 

La caratterizzazione &l ceppo e opzionale, ma si raccomanda per ogni nuovo caso usando a l m e b  uno dei seguenti 
schemi: 



4-5-2000 GAZZETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA Serie generale - n. 102 

i 

D e t e r m i n a z i o n e  d e l l e  b i o v a r  

Ralstonia solanacearum t suddiviso in biovar in base alla capacità di produrre acidità da tre alcoli csosi e tre zuccheri 
(Hayward, 1964 & 1994). 

D e t e r m i n a z i o n e  d e l l a  r a z z a  

Utilizzo di: 

- maltosio 

- lattosio 

- cellobioso 

- mannitolo 

- sorbitolo 

- dulcitolo 

Ulreriori saggi differenziano la biovar 2 in subieiiuiipi (I-idy\\,aiJ. 1994): 

La razza (Buddenhagen et al., 1962) viene determinata con prova di patogenicità su piance di pomodoro o nielanznna i su 
piante di tabacco e con la reazione di ipersensibilità (HR) nelle foglie di tabacco (Lozano e Sequeira, 1970): 

Razza(*) 

Biovar 

iirilizzo di trealosio 

utilizzo di inosirolo 

utilizzo di D-ribosio 

attività pectolitica 

- piante di pomodoro melanzana I avvizzirnento 1 nessuna reazione 1 avvizzimento 

Biovnr 2 

+ 

bassa 

Biovar 2-14 

+ 
- 

- 

bassa 

. 
Reazione in. 

- piante di tabacco . I avvizzimento I nessuna reazione I nessuna reazione 

1 

- 

- 
- 

- 

Biovar 2-T 

+ 
+ 

+ 

ai13 

2 

+ 
+ 
+ 

3 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

1 

La caratterizzazione della razza in base ai sappi di parogenicirà o di ipersensibilità su tabacco può non essere molto 
affidabile ed allora può essere dedotta dalla biovar e dall'ospite naturale di origine 

- foglie di tabacco . 

La-coltura in esame può essere ulteriormente caratterizzata mediante le seguenti tecniche 

I m p r o n t e  g e n o m i c h e  

La differenziazione molecolare dei ceppi nel complesso di Ralsronia SOla~aCearUm può essere effettuata mediante 

- analisi RFLP (Cook et al., 1989). 

- PCR su sequenze ripetute [REP-, ERIC- & BOX-PCR (Louws et a l ,  1995; Smith et a l ,  1995)) 

4 

- 

- 
+ 
+ 
+ 

2 

Prova di patogenicità 

5 

+ 

+ 
+ 
+ 

3 

(') Non sono incluse la razza 4 (patogena su zenzero e su pochi altri ospiti] e la razza 5 (patogena solo su gelso) 

necrosi 
(48 ore) e 

avvizzimento (7-8 gg) 

Questa prova-è intesa per confermare la diagnosi di Ralstonia solanacearum e per valutare la virulenza delle colture 
identificate come Ralstonia solanacearum. . 

. %  , 

Preparare un Ihoculo di lo6 cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di controllo positivo. Inoculare 5-10 pi.i;ite 
di pomodoro'b melanzana preferibilmente allo stadio fogliare 3 (sezione 111, paragrafo 6).  Mantenere in incubazione per 
un massimo di due settimane a temperatura tra 22°C e 28°C ed alta umidità relativa e innaffiare giornalmente. Tenere in 
osservazione per sintomi di collasso e/o epinastia, clorosi e nanismo. 

HR (12-24 ore) 

Effettuare irolsrnenti dal le  p i a n t ~  inromariche come segue: 

clorosi 
(2-8 giorni) 

- asportare una sezione dr tessuti di fusto, 2 cm sopra il punto di inoculazione, 

- ridurla a pezzqi,  sospendere il tutto in un piccolo volume di acqua distillata o di tampone fosfato 5 0  mM, inseminare 
in piastra, incubare e controllare se si sviluppano colonie di Ralstonia solanacearum. 
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RILEVAMENTO E IDENTIFICAZIONE DI RALSTONIA SOLANACEARUM CAMPIONI D1 TUIIERI DI PATATA 

~ o t a :  Il campione standard è dl 200 tuberi. Tuttavia il proccdiriiciiiu puÙ cwcic co~~vciiic~iiciiicnre app1ic;itt) anche a campion i  jvcnr i  
meno di 200 tuberi. 

1. Preparazione del campione per i saggi 

N.B.: Il sedimento di centrifuga di estratto di patata ottenuto in qucsfo-~roccdii i ici ir i~ pii<> c ~ \ ~ ~ ~  iisato ailcl,c i l  
rilevamento di Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. 

Procedere alle seguenti opzioni prinia del saggio, se ritcniito utile 

i) Manrpnrr~  in inctiha7innp i l  campione a 25-30°C per un nidssimo di 2 scttii1l:iiic 1x.r f i v < i r i r c  l a  niolr;p~ic.,,ir,iii J, 

basse popolazioni di Ralstonia solanacearum; 

ii) lavare i tuberi in acqua corrente con disinfettanti e detergenti appropriati. Far asciugare i tiil>cri a ~ l ' a r i a  

1 .1.  Rimuovere la buccia con un bisturi o con un coltello per orrdssi intorno all'ombelico dcl tiilicG> in modo rc.n,jcre 
visibili i tessuti vascolari. Asportare accuratamente un piccoio cono (3.) nini di di.iiiicrro) di tessiito \ .n , c , , l , i r c  
dall'ombelico di ciascun tubero. Ridurre al minimo la quailtiri di tessuto iioil vascolare. Toglicrc i l  cono onihe]lcnlc da 
ciascun tubero del campione. 

N.B.: L'esame viviso dei tuberi (sezione 11, paragrafo 1) p ~ i ò  essere e f fe t t l i~ to  duraiite qiicst:~ fa<?. Mettere d j  l,arrc- , 
tuberi con sintomi gravemente marcescenri e saggiarli iiidividualmc~ite (sczione 11). 

1.2. Raccogliere i coni ombelicali in un contenitore chiuso. I coni ombelicali dovrebbero prcfcrihilniente essere 
immediatamente. Se ciò non fosse possibile, conservarli per non più di 24 ore o, a 4'C, noil oltre 72 

1.3. Trattare i coni ombelicali in uno dei seguenti modi: 

i)  Trasferire i coni ombelicali in un contenitore idoneo. 

Aggiungere un volume sufficiente di tampone di macerazione (appendice 2 )  per coprire i 

Sminuzzare i Eonl in un Warlng Blendcr u culi U l l f a  T l i u l l d ~  (iliu a COlllpICta ~ i ~ i o g e n e ~ ~ z a ~ i ~ ~ ~ ~ ,  l-,vit3re 
un'omogeneizzazione eccessiva. 

Lasciar riposare il macerato per 15-30 minuti. 

ii) Trasferire i coni ombelicali in un contenitore idoneo. 

Aggiungere un volume sufficiente di tampone di macerazioiie per coprire i coni. 

Porre il contenitore in un agitatore rotativo. 

Mantenere in incubazione a 50-100 girilm per 4 ore a 20-22°C o per 16-24 ore a 4 O < : ,  

iii) Trasferire i coni ombelicali in un robusto sacchetto moiiouso (per esempio sncclictti d i  Stornacher d i  dinlcn51r,ni 
105  mm x 150 mrn, sterile per irradiazione). 

Schiacciare accuratamente i coni ombelicali con uno strumento appropriato, per cwinpici un martello, flr, ,  a l  
raggiungimento della completa omogeneizzazione. - 
Aggiungere un volume sufficiente di tampone di macerazioiie sino a coprire i coni sclii;~cciati 

Lasciar riposare il macerato per 15-30 minuti. 

1.4. Estrarre i batteri dal macerato dei coni ombelicali in uno dei seguenti modi. 

i )  Far decantare lentamente il macerato in una provetta d.i centrifuga lasciando i franiinenti nel coi1teilirorc ,, 
sacchetto. Se il macerato decantato è molto torbido, centrifugare a non oltre 180 x g pcr 10 minuti a una renipcrarur3 
inferiore a 10°C. 

CentrifugareYl macerato decantato o i1 sopranatante della prima fase di centrifugazione 2 7 1100 e i,pr I n,,nut, , a 
1 0  000 x g per 10 minuti a una temperatura ~nferrore ai 10°C. 

Scartare il sipranatante senza far muovere i1 sedimento 

li) Filtrare il m;cerato con u n  sistema di filtraggio avente pori di dimensioni di 40.100 

Accelare il filtraggio utilizzando una pompa a vuoto. 

Raccogliere il filtrato in una provetta da centrifuga. 

Lavare il filtro con il tam'pone di macerazione. 

centrifugare il liltratn r '7 000 x 'E Der 1 5  minuti 0 a 10 000 x C Der 10 minuti a t c n ~ t i c i u i L i i , i  i i i ~ c , i i , , c  a i  
10°C. 

Scartare il sopranatante senza far muovere il sedimento. 
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$1.5. Risospendere il sedimento in 1 m1 di tampone per il sedimento da  centrifuga (appendice 2). 

Dividere in due  parti uguali e trasferire ciascuna parte in una microproverta. 

Utilizzare una microprovetta per la-prova. Conservare la parte di  estratto non  usata a 4°C durante il saggio. 

Aggiungere 10-25% (vlv) di glicerolo sterile all'altra microprovetta. Mescolare nei vortex. Conservare a -1g0C (per 
settimane) o a -70°C (per mesi). 

2. Colorazione di immunofluoresrrnza (IF) 

Usare un antisiero per Ralstonia solanaccarum, preferibilmente di biovar 2 razza 3. Dereriiiiiiare il iitolo di una 
sospensionc di 106 cellule per m1 da un ceppo omologo di Ralstonia solanacearum con un'appropriata diliiizioiie del 
coniugato di  isotiocianato di fluoresceina (FITC), secondo le istruzioni del produttore. L'antisiero grezzo dovrebbe avere 
un titolo IF almeno 1:2 000. 

Utilizzare vetrini multipli per microscopio preferil-iilmente con 10 pozzetti di almeno 6 mm di d i ~ m e t r o  

Includere un controllo del coniugato FITC e un controllo del tampone fosfato isotonico (PBS) su ciascun verrino del 
saggio 11 saggio dovrebbe essere riperuto con il controllo I'Bb incluso se viene notata qualche &llula positiva nel controllo 
FITC 

Preparare vetrini separati di controllo positivo con una sospensione di IO6 celliile per ml da u n  ceppo di appropriata razza 
biovar di Ralstonia solanacearum. Usare un vetrino in ciascuna serie di prove. 

2.1. Preparare i vetrini di saggio ;on uno dei seguenti procedimenti. 

i )  Per sedimento con relativamente poco amido: 

Trasferire con una pipetta un volume srandard misurato (15 p1 e adeguato per un pozzerro dt 6 rnm di diametro - 
aumentare il volume per pozzetti più grandi) del sedimento risospeso su una fila di pozzetti. L'altra fila può essere 
usata come dùplicato o per un secondo campione, come illustrato nella figura 1. 

ii) Per altri'sedimenti: 

Preparare diluizioni decimali (1:10, 1:100 e 1:l 000) del sedimento risospeso nel tampone per sedimento. Trasferire 
con una pipètta un  volume standard misurato (15 /LI è adeg~iato per iin pozzetto di 6 m m  di diametro - aumentare il 
volume per pozzetti più grandi) di sedimento risospeso su una fila di  pozzetti, L'altra fila può essere utilizzata come 
duplicato o per un  secondo campione, come illustrato nella figura 2. 

2 2. Lasciare seccare le goccioline. Fissare le cellule batteriche al vetrino scaldando o passando alla fiamma o con etanolo al 
95 %. 

2.3. Procedimento 1F 

i) Secondo la preparazione del vetrino di saggio di cui al Raragrafo 2.1 i): 

Preparare una serie di  diluizioni 1:2 del titolo (T) dell'antisiero nel tampone IF (appendice 3): 

114 (Tl4), 112 (Tl2),   ari al titolo e il doppio del titolo (2T). 

ii) Secondo la preparazione del vetrino di saggio di cui al paragrafo 2.1 ii): 

Preparare la diluizione di lavoro (WD) dell'ànrisiero nel tampone IF. La diluizioiie \VD è la diluizione drll'iiiirisiero con 
specificità ottimale ed è abitualmente pari alla metà del titolo. 

Figtrro I 

Preparazione del veirino di saggio secondo i paragrafi 2.1 i) e 2 3 i )  

Una dilutzione stgndard del sedimento di centrifuga risospeso 

T = Trtolo 

FITC TI4 TI2 T 2T 3 Dlluizion~ 112 
deli'anristero 

C a m p i o n ~  1 l 1 O 2  O3 a4 a s 
Duplicato del 
campione l Q 

campione 2 46 a7 0 8  O 9  9 l 0  
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Figura 2 

Prcparazionc del vetrino di saggio secondo i paragrafi 2.1. ii) e 2.3. i i )  

FITC Diluizione standard dell'antisie~o 

PUIO Puro i-. 1/10 , 1.1100 . 111 000 a Dilui~ioiic dccimalc del 
scdimc~ito risospcso 

I Campione 1 .I 0 2  e 3  e 4  l 
Duplicato del 
campione l o 
campione 2 0 6  e7 0 8  0 9  • l 0  

2.3.1. ~ i i ~ o r r e  i vetrini su carta bibula umida. 

Coprire i pozzetti di saggio con la (le) diluizione (i) di antisiero. Mettere PBS sui pozetti FITC. 11 volunic 'i, ni l t i s i e ro  nlesso 
3ui pozzctti ~ C Y C  C Z S C ~ C  c q u i ~ a I ~ n t c  a1 V O I U ~ C  d i  cstrntto. 

2.3.2. Mantenere in incubazione sotto copertura per 30 minuri a reniperatura anibiente 

2 .3 .3 .d~ Scuotere via le goccioline di antisiero dal vetrino e sciacquare accuratamente con taiiipoiie IF. I.avnrc I,Cr 5 r i l i i l L i t i  
tampone IF Tween e poi per 5 minuti nel rampone IF (apppndice 3). 

Eliminare accuratamente l'umidità in eccesso con carta bibula e lasciar asciugare i pozzetti. 

2.3.4. Disporre i vetrini su carta bibula umida 

Coprire i pozzetti di saggio e il pozzetto FITC con la diluizione di coniugato di FITC utilizzato pcr detcrillinare la 
concentrazione. Il volume di coniugato messo sui pozzetti deve essete identico al voluiiie dell'antisicr~l, 

2.3.5. Mantenere in incubazione sotto copertura per 3 0  minuti a temperatura ambiente. 

. Rimuovere accuratamente l'umidità in eccesso. 

2.3.7. Trasferire con una pipetta 5-10 p1 di tampone fosfato 0,l M aggiunto di glicerina O siiiiile liquido di i i i ~ ~ i i r n ~ ~ i ~  su ciascun 
pozzerto e applicare un vetrino coprioggetti (appendice 3).  

2.4. Lettura della colorazione IF 

Esaminare i vetrini con.un microscopio a epifluorescenza dotato di filtri idonei all'eccitazionc del I-ITC, i n  olio di 
immersione, a 500-1000 ingrandimenti. Esaminare attentamente i pozzetti lungo due diametri ad ang~>lo  retto e lu i igo  il 
perimetro. 

Esaminare anzitutto il vetrino del controllo positivo Le cellyle devono avere fluorescenza brillante ed eqsere colorate 
interamente. 
Nota: il sasgio deve essere ripetuto se la colorazione è abberrante. 

Passare ora ad osservare i vetrini di sagglo. Ver~ficare prima l'assenza di celiule fluorescenti nei panetti di c ~ i l t r o l l o  PBS e 
FITC.~ Cellule fluorescenti nel controllo FITC indicano un legame non specifico del coniugato a .itit~fli,orcscenza o 
contaminazione. 
Noto: in questo caso ripetere il saggio. 

Verificare la presenza di cellule fluorescenti b.rillanti con morfologia caratteristica di Ralstonia solanaccnr~iiii pozzetri d i  
saggio. L'intensità della fluorescenza deve essere equivalente al ceppo di controllo positivo con la stcss,, diluizione di 
antisiero. Le cellule con colorazione a pelle di leopardo O incompleta O con debole fluorescenza devono essere ignorate, a 
meno che non siano numerose. (Vedi interpretazibne del risultato della colorazione IF). 

Interpretazionelel  risultato 'della colorazrone I F  

I) per ciascun campione in cui non vengono t rwate  cellule fluorescenti brillanti con morfologia caratteristica 11 saggio IF 
è negativo.' 

ii) Per ciascun'campione in cui vengono trovate cellule fluorescenti brillanti con morfologia caratteristica, dercrininarc i [  

numero medio di cellule per campo ottico e calcolare il nuniero di cellule (N) per nil di sedimento cciirrifiiga risospeso 
(appendice '4). 

Una popolazione a~>prossimativamente d i  lo3 cellule per millilitro di ' ~ p e l l e t ~  in sospensione deve eccere rr>ns~dernrs 

quale limite per la diagnosi secondo il metodo dell'immunoflorescenza: 

- per i campioni con N > IO3, 'il saggio IF è positivo, 

- per 1 campioni  con:^ < lo3, 11 sasglo IF può essere considerato positivo. 
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iii) Se si trova u n  elevato numero di cellule (> 10' celiule/mi) aventi fluorescenza incompleta o debole ad una diluizione 
d i  antisiero pari al titolo, si d&e fare un secondo saggio basat9: 

- su u n  differente principio biologico 

- o ripetere la colorazione IF con un altro antlslero o una dilu1zion.e decimale del sedimento. 

Saggio immunoenzimatico (Elisa) 

(Secondo Robinson Smith et al., 1995) 

Usare un antisiero per Ralstonia solanacearum, preferibilmente di razza 3 biovar 2 Determinare il  titolo sii una 
sospensione di lo6 cellule per ml dal ceppo omologo di Ralstonia solanacearum 

È consiglinro l'uso di @astrc da microtitolazione NUNC Polycorp 

Includere un controllo negativo di estratto di patata e un controllo con tampone fosfato isotonico (PBS) 

Usare una sospensione di concentrazione superiore a lo6 cellule per mi di una razza biovar appropriata di Ralstonia 
solanacearum come controllo positivo. Eseguire la prova come ver il (i) camvione(i), ma tenendo una netta se~arazione dei 
campioni sulla piastra da microtitolazione. 

Trasferire con una pipetta 100-200 (11 del sedimento risospeso in una microprovetta. 

Scaldare per 4 minuti a 100 "C Trasferire la microfiala su ghiaccio 

Aggiungere un volume equivalente di tampone di rivestimento carbonato a doppia forza (appendice 5 )  Mescolare in 
agitatore. 

Applicare a ciascuno di almeno due pozzetti della piastra da microtitolazione, aliquote di 100 (11. Mantenere in 
incubazione per 1 ora a 3 7  'C o per una notte a 4 'C .  

Dare dei colpetti per espellere gli estratti dai pozzetti Lavare i pozzetti tre volte con PBS Tween (appendice 5 ) ,  lasciando 
l'ultima soluzione di lavaggio nei pozzetti per almeno 5 minuti 

Preparare la diluizione appropriata di antisiero di Ralstonia solanacearum in un  tampone di bloccaggio (appendice 5 )  
Applicare ai pazet t i  100 p1 di diluizione di anrisiero 

Mantenere in incubazione per 1 ora a 37 'C. 

Dare dei colpetti per espellere I'antisiero dai pozzetti. Lavare i pozzetti come in precedenza (paragrafo 3 4) 

Preparare la diluizione appropriata di coniugato di fosfatasi alcalina nel tampone di bloccaggio. Applicare 100 di 
diluizione d i  coniugato ai pozzetti 

Mantenere in incubazione per 1 ora a 37 "C 

Dare dei colpetti per espellere i1 coniugato dai pozzetti. LaGare i pozzetti come in precedenza (paragrafi 3.4 e 3.6) 

Preparare la soluzione d i  substrato per la fosfatasi alcalina (appendicc 5). Applicare 100 p1 ai pozzetti. Mantenere in 
incubazione da  30  minuti a un'ora al buio a temperatura di laboratorio. 

Leggere l'assorbimento a 409 nm 

I>,:rrprotnzror>e del rnggio Elrrri 

Il saggio Elisa è negativo se la densità ottica (D O ) del campione è minore di 2xD.O del controllo negativo 

Il saggio Elisa è positivo se la densità ottica del campione è maggiore di 2xD.O. del controllo negativo 

Reazione a catena del DNA polimerasi (PCR) 

(Secondo Seal et al., 1993) 

N.B.: ~ u r a d t e  tutte le fasi di preparazione della PCR e le relative manipolazioni devono essere utilizzate pipette munite di 
filtro. 

Preparare una sospensione di IO6 cellule per ml da un ceppo di razza 3, biovar 2 di Ralstonia solanacearum come 
controllo positivo. Eseguire il saggio nello stesso modo del (dei) campione (i). 

Trasferire con una pipettg l 0 0  pl del sedimento risospeso in una micro provetta. 

In alternativa, triferire p1  del sedimento risospeso in una microprovena contenente 1 0  p1 di R a O H  0,5 M. Mescolare 
invertendo ripetutamente la mictoprovetta. 
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4.;. Scaldare per 4 minuti a 100 OC. Trasferire [a microprovetta immediatamente in ghiaccio. 

4.3.' Preparare almeno due diluizioni decimali, per esempio 1:10 e 1:100, o di  più - se si ritengono opportune - in acqua 
distillata sterile o ultrapura (UPW). 

4.4. Preparare la miscela db reazione PCR (appendice 6 )  in una provettina sterile aggiungendo i seguenti componenti nell'ordine , 
indicato 

Per i r ~ i  voLrme dr reazrotie dr 50 pl 

Componente Quantità Concentrazione 
finale 

Acqua distillata sterile 30,8 pl-33,8 p1 
o LiP\\ 

l 0  x ta:ipone PCR 

d-ATP 

d -CrP  

d-GTP 

d-TTP 

Primer OLI-l (20 p h f )  

Prlrii;; Y 2 (20 p b i )  

Taq Polimerasi (SUipI) 

Volume rotale 45 p l -48  p1 

Per pili reazioiri 

Calcolare la quantità di ciascum componente per il numero voluto di reazioni. 

Misceiare i componenti e trasferire 45-48 p1 della niiscela in provettine da PCR sterili. 

Tenere le provettine con la miscela di reazione PCR in ghiaccio 

Per volirmi dr reazrone dr 25 p!: 

ridurre conseguentemente i componenti. 

4.5. Amplificazione della PCR 

4.5.1. Facoltativo! Centrifugare a impulsi le provettine con il campione bollito e il controllo positivo. 

Aggiungere nelle provettine la miscela di reazione PCR e nell'ordine specificato, 2-5 p1 del (i) campione (i), del controllo 
acqua e del controllo positivo. Porre le provettine nel blocco di risca!damento della macchina per cicli termici DNA. 

4.5.2. Eseguire il seguente programma: 

1 ciclo di: 
i) 2 minuti a 96 'C: denaturazione dello stampo 

50 cicli di: 
ii) 20 secondi a 94 "C: denaturazione 

iii) 20 secondi a 68 'C: appaiamento dei primer 
iv) 30 xcondi a 72 ' C .  allungamento dclln copia 

1 ciclo di: 
v) 10 minuti a 72 "C: ulteriore allungamento 

1 ciclo di: 
v i )  iriaiticiicrr a 4 ."C 

N.B.: Questi sono i parametri di un apparecchio Perkin Elmer 9600. Altre macchine per cicli termici possono richiedere 
una copertura di olio nelle provettine di rcazione PCR e10 modifiche della durata delle fasi li), iii) e iv) nel profilo di 
amplificazione. 

4.5.3. Togliere le pro+ettine dalla macchina per cicli termici. Analizzare il prodotto della PCR. Se non lo si fa immediatamente, 
mantenere le fiale a 4 'C per un uso nello stesso giorno o a -18°C se devono essere conservate più a lungo. 

4 6. Analisi del prodotro della PCR 

1 frammenti prodotti dalla YLK vengon8 evidenziati mediante elettrofaresi in gel di agarosio e colorazione con etidio 
bromuro. 

4.6.1 Preparare un gel approprìa,to di agarosio portando lentamente a ebollizione I'agarose in tampone k l e t t r o fo r e s i  triacetato 
(TAE). 
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Raffreddare I'agarosio fuso a 50-60 "C, versarlo nello stampo deli'unità di  elettroforesi e inserire il 
~~~~i~~~ 

solidificare. 

Togliere il pettine. Immergere il gel in TAE in modo che sia appena coperto (2-3 m m )  con il tampone. 

Metterc goccioline da  3 PI di tampone di, caricamento s u  parafilm. Aggiungere 12 -1 del prodotto della PCR di ciascun 
carnpioiie, del prodotto positivo e del controllo acqua e mescolare aspirando piano con la punta della pipetta pr in ln  di 
caricar?. I volumi stabiliti possono essere modificati per adeguarsi alla capacità dei pozzetti nel gel di agarosio. 

Caric.irc accuratamente I pozzetti del gel. Includere come riferimento un marcatore DNA appropriato in a ln le l lo  u l l  

pozzetro. 

Colleg:irc i fili all'alimentatore di corrente e alla cella per I'elettroforesi. Attivare il gel a 5-8 Vlciii fino a q u d n d o  i l  froilri. 

dell'iiidic.ltore della corrente superficiale si trovi a meno di 1 cm dalla fine del gel. 

>pe$iicrc ['alimentatore. Scollegare i tili dalla cella per I'elettrotoresi. Kimuovere accuratamente il gel. Irnnicrcerlo i i i  

soliiziotic. di  etidio bromuro per 30-45 minuti. 

N.B.: Ilsare guanti usa e getta ogni volta che si manipola I'etidio bromuro poiché si tratta di un potente rliu~nceiio. 

Visii.ilizz.ire il (i) frammento (i) amplificato ( i )  di D'JA con transiiluminazione UV. 11 prodotto PCR di I~.ll,roiii.l 
solaiiacriirum con primer OLI-l  e Y-2 ha una lunghezza di 288 bp. Confrontare con il marcatore D N A  e coi1 i l  coiirroll<> 
posirivo. 

N.O.: Il controllo acqua devt: t:sst.rc C V I I I U I ~ ~ U C  ncgatii-o. Se positivo, ripetcrc la prova. 

Fotogr;ii.ire il gel se è richiesta una documentazione permanente. 

Coiifcriii.ire l'autenticità del frammento amplificato con l'analisi di restrizione-enzimatica (REA) 

Analisi ili restrizione enzimatica (REA). 

T ~ i s t c r i r c  8,J di prodotto della PCR (paragrafo 4.5.3) in una nuova microprovetta. Aggiungere 1 &I di 10x t.iiiil>~>iic 
enziiiintizo e 0,s  p.1 di enzima di restrizione Avall. 

Miscsl.irt aspirando piano nella a m a  della pipetta. Se rimangono gocce sulle pareti della fiala, far ruorare a impiilsi i i i  il113 

n i ic ro~ci i t r i fu~a .  Mantenere in incuhazion~ per 1 ora a 17 'C. 

Aiiilizz.ire il frammento della PCR digerito con elettroioresi in gel di agarosio come in precedenza (paragrato 4.6).  

Irrrrr{~ri.r.izione del  r lsul~aro deiin proua PCR 

Ln pro\..i PCR è negativa se non si evidenzia la presenza del caratteristico frammento di 288 bp, mentre il frnniiiiciit<> c 

rile\p;irii per il ceppo di controllo positivo di Ralstonia solanacearum. 

L3  pro^.^ PCR è positiva se si evidenzia il frammento di  288 bp e l'analisi REA di questo framrnenro da ris~ilr.iti idciirici .; 
qiiilli> prodotto dal ceppo di controllo positivo di Ralsronia solanacearum. 

Iso~.iiiiciiro selerrivo in piastra 

(Scioiiiit, tlphrnstone et al., 1 Y Y 6 )  

Esegiiirr. 1.1 prova con una tecnica appropriata di diluizione in piastra, per esempio come segue: 

i)  Pr~.~..irare almeno due diluizioni decimali, per esempio 1:10 e 1:100, del sedimento risospeso iiel t.iiiipi>iii J.1 

Sr-iiiiiiento. Irasferire con una pipetta un volume standard misurato (SO-100 p1) del sedimento risospeso c ci.i\cill:.l 
diliiizione su substrato selettivo SLISA modificato (appendice 7) e distribuirlo con un bastoncino di \!erro b~ill'liiii-r.1 
siipcrficie del substrato. 

SC rirenuto utile, inseminare il sedimento rispspeso con ansa .da 10 p1 in aree successive. Arroventare cllln ii.1llllli.l 
I'.>i\i.i tra una incerninnoipne e I'zlrr*. 

iii T ~ i s t e r i r e  un volume standard misurato (50-100 g l i  del sedimento risospeso sul substrato selettivo SMSA niodiiic-.irc> 
iiisr~iiiinarlo cgn un bastoncino di vetro sull'inrera superficie del mezzo. Far scorrere il bastoncino senza esp~)rllp a1'.l 
ii.iiiiiiia su à h e n o  altre 2 piastre di SMSA modificato. 

liiseiiiiii.ire, con la stessa tecnica di diluizione in piastra, una sospensione di lo6 cellule per in1 di i111 ceppo razza 3, liio\'.ir 
2 di 1l.ilsronia solanacearum conle controllo positivo su una serie di altre piastre di SMSA modificato. 

Teiicrc i11 incubazione le piastre a 28  "C. Cominciare a leggere le piastre dopo 3 giorni. Se il risultato è n c g ~ r i ~ < ' ,  
ni.iiirciit~e ancora in incubazione fino a un massimo di 6 aiorni. Gli isolaci virulenti di Ralstonia solanacearum s ~ i l u ~ ~ ~ ~ ~ < ~  
colonie di color bianco-latte,>iatte, irregolari e fluide con centri distinti di colore rosso sangue che mostrano delle strlarilrc 
interne e dei vorticiy 

Purific,ire le colonie a morfologia iaratteristica con subcoltura su un mezzo nutritivo (a'ppendice 1). 
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S.S. Identificare le colture pure (saione 11, paragrafo 4.1) e confermare èhe le  colture siano di Ralstonia soIansceamm con una 
e prova di patogenicità (sezione Il, paragrafo 4.3). 

I~rterpretazio~te del risultato dell'isolarnento selettrvo in piastra 

L'isolamento selettivo in piastra è negativo s e  non si trovano colonie dopo sei giorni o se non si tro;ano colonie 
caratteristiche di Ralstonia solanacearum, purché non si sospetti inibizione da parte di colonie di altri batteri che nel 
controllo positivo trovino le caratteristiche colonie di Ralstonia solanacearum. 

L'isolamento in piastra è positivo se si trovano colonie caratteristiche di Ralstonia solanacearum 

Saggio biologico 

Usare 1 0  piante, di saggio (piantine suscettibili di pomodoro o di melanzana) ciascuna allo stadio di tre foglie vere. 
innaffiare le piante nelle 24  ore precedenti I'inoculazione. 

Distribuire 100 @ l  di sedimento risospeso tra le piante. Inoculare i l  fusto tra i cotiledoni e in gno o due alrri punti 

Inoculare, con la stessa tecnica, 10 piantine con una sospensione di lo6 ceIIu~e per nii di un ceppo di Ralstonia 
solanacearum di razza 3, biovar 2 come controllo negativo. Separare le piante del controllo positivo dalle altre per evirare 
coiitan~~nazione 

Far crescere le piantine a una temperatura di 22 "C e 28  "C per quattro settimane ad alta umidità relativa coi1 iiinaffiature 
giornaliere. Vedere se si sviluppano sintomi di collasso, epinastia, clorosi e10 rallentamento della crescita. 

Fare isolamenti dalle piante infettate (sezione 11). Identificare le colture pure con morfologia caratteristici1 (sezione 11, 
paragrafo 4.1) e confermare le colture positive con una prova di patogenicità (sezione Il ,  paragrafo 4.3). 

Se si ritiene utile, verificare l'assenza di infezione nei lotti di piante asintomatiche usate per la prova. R ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ P ~ P  

ciascuna pianta una sezione di 1 cm di kusto a 2 cm al di sopra del punto di inoculazione. Omogeneizzare i tessuti il, un 
tampone di macewiizione. Effettuare l'isolamento per diluizione in piastra paragrafo 5.1). Se positiva, identificare coltuie 
con morfologia caratteristica (sezione Il, paragrafo 4.1) e confermare le colture di Ralstonia solariacearuni con una prova 
di patogenicità (sezione Il, paragrafo 4.3). 

I>iterpretazioiie del risultato del soggro brologico 

Il saggio biolopico è negativo se le piante inoculate non risultano infettate d a  Ralstonia solanacearum. 

il saggio biologico è positivo se le piante inoculate risultano infettate da  Ralstonia solanacearum. 

Prove di arricchimento 

(J. G. Elphinstone et sl., 1996) 

Trasferire 100 del sedimento di centrifuga risospeso in 3 m1 del brodo SMSA modificato (appendice 7 )  

Mantenere in incubazione per 48 ore e, comunque, non oltre 72 ore a 28 'C con 11 tappo della provetr.1 non chiuso 
t > c ~ i t . < ~ d i i i ~ n ~ ~  per consentlre I'aerazlone. 

Chiudere bene i1 tappo e mescolare nel vortex. Prendere frazioni del liquido per la colorazione IF (la presente sezione, 
paragrafo 2 ) ,  il saggio Elisa (la presente sezione,,'para~rafo 31, e10 per la PCR (la presente sezione, p a r ~ g r n t o  4) 

Prova di patogenicità 

Si faccia riferimento a sezione 11, paragrafo 4 3 
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Appendice 1 

Subsnati nutritivi per l'is'olamento e la coltura di Ralstonia solanacearum 

A g a r  n u t r i t i v o  ( N A )  

Agar nutritivo (Difco) 23 g 

Acqua distillata l litro 

Preparare volumi da mezzo litro del terreno in matracci da 1 Iitro 

Disciogliere gli ingredienti. 

Sterilizzare in auroclave a 121 "C per 15 minuti 

Portare a 30% Versare nelle piastre 

L i e v i t o  p e p t o n e  g l u c o s i o  a g a r  ( Y P G A )  

Estratto di lievito (Difco) 5 g 

Bacto peptone (Difco) 5 g 

D(+) ~ ~ U C O S I O  (monoidrato) 10 g 

Bacto Agar (Difco) 15 g 

Acqua distillata 1 litro 

Preparare volumi da mezzo litro del terreno in matracci da 1 litro 

Disciogliere gli ingrebienti 

Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15 minuti 

Portare a 50°C Versare nelle piastre 

Saccarosio 20 g 

Peptone 5 g 

K2HP04 0,s g 

MgCO47Hz0 0,25 g 

Bacto Agar (Difco) 1s g 

Acqua distillata 1 litro 

Preparare volumi da mezzo Iitro del terreno in  matracci da 1 litro. 

Disciogliere gli ingredienti. Se necessario, regolare a pH 7,2-7,4. 

Sterilizzare in autoclave a 121°C per IS minutl. 

Po-rtare a 50°C. Versare nelle piastre 

S u b s t r a t o  K e l m a n  a l  t e t r a z o l i o  

Casaminoacidi (Difco) 1 g 

Bactopeptone (Difco) ' 10 g 

Destrosio 5 g 

Bacto Agar (Difco) l5 g - 
Acqua distillata l litro 

Preparare votumi da mezzo Iitro del terreno in matracci da 1 Iitro. 

Disciogliere gli ingredienti Sterilizzare in autocla\e a 121 'C per 15 minuti. 

Portare a SO°C. 

Aggiungere una soluzione acquosa di cloruro dt trifeniltetrazolo (Sigma), sterilizzatli per filtrazione, fino a 
concentrazione finale di 20 rng/litro 
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Appendice 2 

Materiali per la preparazione del campione 

T a m p o n e  di  m s c ~ r a z i o n e .  tampone f n c f l t n  I n  m M .  p H  7.0 

Questo tampone è impiegato per la macerazione dei tessuti. 

Acqua distillata l litro 

Disciogliere gli ingredienti e controllare il pH. Distribuire secondo opportunità. Sterilizzare In autoclave a 
121 ' C  per I5 minuti 

Quando. si effettua la PCR diretta, è raccomandabile aggiungere il 5 % di Polivinilpirrolinone p.m. 40  000 
(PVP-40), per limitare l'effetto inibitore sull'arnplificazione dovuto alla presenza delle molecole aromatiche 
nell'estratio. 

QuaiiJv >i  .+Jupci*iiu i l  iiiisccldruic Waiiiit: v i l  p ~ ~ ~ ~ J i ~ l l c ~ ~ ~ ~  JL U I ~ ~ V ~ C L I ~ L L ~ L ~ V ~ C  UIUI T U T ~ I X  prr la 
macerazione dei coni ombelicali delle patate, si raccomanda di aggiungere un deflocculante, un antischiurna 
od un antiossidante. 

Lubrol in scaglie 0,5 g par litro 

Antischiuma DC al silicone 1,0 ml par litro 

Pirofosfato tetrasodico 1,0 g par litro 

Sterilizzare separatamente in autoclave Aggiungere fino alla co~CentraZiOde desiderata. 

T a m p o n e  p e r  il s e d i m e n t o  t a m p o n e  f o s f a t o  10  m M ,  p H  7 , 2  

Questo tampone va impiegato per riportare in sospensione e diluire i1 sedimento di centrifuga ottenuto dai 
coni ombelicali. 

Na2HP0412H20 

NaH2P042HL0 

Acqua distillata 

2,7 g 

0,4 g 

l litro 

Disciogliere gli.ingredienti e verificare il pH. Distribuire secondo opportunità. Sterilizzare in auroclave a 
121 "C per 15 minuti. 

Appcndtce 3 

Materiali per il saggio IF 

T a m p o n e  I F :  coì i i7 inne  f iqtnlngira ternpnnars a l  f n i f s t n  ( P R S ) ,  10 mM, p H  7 ,2  

Questo tampone viene impiegato per la diluizione degli antisieri. 

NazHPO412HZO 2,7 g 

P4dI l2rO421110 o,'+ g 

NaCI 8,0 g 

Acqua distillata l litro 

D;sciogliere gli ingredienti e verificare il pH. Distribuire secondo opportunità. 

Sterilizzare in autoclave a 121'C per l 5  minuti. 

T a m p o n e  I F  - T w e e n  

Questo tampone viene impiegato per lavare i \mecrini. r\ggiungere lo 0,I % di Tween 20 al r.inipone IF 

G l i c e r o l o  t a m p o n a t o  a l  f o s f a t o  0 , l  h l ,  p H  7 ,6  

Questo tampone viene imDieeato come fluido di montaepio q i i i  ~ o 7 7 ~ t t i  ~ P I  v ~ r r ~ n l  IF, p e r  Incrementnre I* 
fluorescenza 

NazHP0,12Hz0 

NaHZPOq2H20 

Glicerolo 

Acqua distillata 

3,2 g 

0,15 g 

50 rnl 

100 nil 
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Appendice 4 

Dererminaziunc dcl lircllu di coiitaminazionc nella prova IF 

Superficie del pozzetto (S) del vetrino multiplo per immunofluorescenza 

x D' - -  
- 4 

dove: D = diametro del pozzetto. 

Superficie del campo (s) dell'obiettivo 

x d2 - -  - 
4 

dove: d = diametro del campo. 

Calcolare d misurando direttamente o mediante le seguenti forniuie: 

dove i = coefficiente di campo (dipende dal tipo di oculare e varia da 8 a 24), 

K = coefficiente del microscopio (1 o 1,251, 

G : ingrandimento dell'obiettivo (100x, 40x, ecc ). 

Dalla (2) si ricava: 

7 

Dalla (3): 

Conteggiare il numero di cellule IF tipiche per campo (C). 

Calcolare il numero dt cellule IF tipiche per pozzetto (L). 

Calcolare il numero di cellule IF tipiche per ml di precipitato (N)  

dove y = volume del precipitato sul pozzetto, 

F = fattore di diluizione del precipitato. 
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Appendice 5 

Materiali per il saggio Elisa 

T a m p o n e  d i  r i c o p e r t u r a  a l  c a r b o n a t o  ( p H  9 , 6 ì ,  a d o p p i a  f o r z a  

Na2C0,  6 3 6  g 

N a H C 0 3  11,72 g 

Acqua distillata 1 litro 

Disciogliere gli ingredienti e controllare il pH. Suddividere in aliquote secondo convenienza. 

Sterilizzare in autoclave a 121 "C per 1 5  minuti. 

Se l'estratto contiene una percentuale elevata di molecole aromatiche, si può aggiungere solfito sodico conie 
antiossidante, flno a copcentrazione dello 0 ,2% 

S o l u z i o n e  f i s i o l o g i c a  t a m p o n a t a  a l  f o s f a t o  ( P h o s p h a c e  B u f f e r e d  S a l i n e , - P B S )  1 0  x ,  

P H  7 , 4  

NaC1 80 g 

KH,PO, 2 g 

Na2HP04  1 2 H 2 0  29 g 

KCI 2 g 

Acqua distillata 1 litro 

Disciogliere gli ingredienti e verificare il pH. Suddividere in aliquote secondo convenienza. 

Sterilizzare in autoclave a 121°C per 1 5  minuti. 

S o l u z i o n e  f i s i o l o g i c a  t a m p o n a t a  f o s f a t o  T w e ~ n  ( P R S - T )  

PBS l 0  x 100 m1 

Soluzione al 10% di Tween 20 3 ml 

Acqua distillata 895 ml 

T a m p o n e  b l o c c a n t e  ( a n t i c o r p i )  (da preparare al momento dell'uso) 

PBS 113 x 10 m1 

Polivinilpirrolinone (44000 MWT) (PVP-44) 2 g 

Soluzione al 10% di Tween 7 0  
. . 0.5 g 

Polvere di latte 0,s g 

Acqua disrillata q.b. a 100 ml 

S o l u z i o n e  s u b s t r a t o  f o s f a t a s i  a l c a l i n a  p H  9 , 8  

Dietanolammina 

Acqua distillata 

Mescolare e regolare a p H  9,8 con HCI concAtrato. 

Portare a 1 litro acqua distillata. 

Aggiungere 0,2 g di MgCI2. 

Disciogliere bue compresse di substrato 5  mg ~ast icche alla fosfatasi (Sigrna) per ogni l 5  m1 di soluzione. 
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Appendice 6 

Materiali per la prova PCR 

S e q u e n z e  d e i  p r i m e r :  

primer OLI-l 5'-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3' 

primer Y-2 5'-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3' 

Seal e t  al. (1993). 

Appendice 7 

Materiali per l'isolamento selettivo su piastra 

S u b s t r a  t o  s e l e t t i v o  S M S A  (Engelbrecht, 1994, modificato da Elphinstone et al., 1996) 

Terreno di base 

Casaminoacidi (Difco) 

Bactopeptone (Difco) 10 g 

Glicerolo 5 rnl 

Agar (Difco) 15 g 

Acqua distillata l litro 

Preparare volumi da mezzo litro in matracci da 1 litro. 

Disciogliere gli ingredienti e verificare il pH. Se necessario, prima di sterilizzare in autoclave regolare il pH a 
6,s. Su un tcrrcno a > 7,O Ralstoniii ~ola"accarum non si sriluppcrcbbc ad~~ua~aiiiciiic. 

Sterilizzare in antoclave a 121 'C per l5 minuti. 

Portare a 50°C. 

Aggiungere i seguenti ingredienti (tutti di produzione Sigma), in modo da ottenere le concentrazioni finali 
specificate: 

Cristalvioletto 5 mg par litro 

Polimixina B solfato 100 rng par litro (circa 600 000 unità) Sigma P-1004 

Bacirracina (') L> mg par litro (circa i L>u unita) bigma B 012', 

Cloramfenicolo 5 mg par litro Sigma C-3175 

Penicillina G 0,s mg par litro (circa 825 unità) Sigma P-3032 

Sali di tetrazolio 50 mg par litro 

Disciogliere gli ingredienti in etanolo al 70% fino alle concentrazioni indicate per'il volume di terreno 
preparato. Per disciogliere alcuni ingredienti (polfiixina B e cloramfenicolo) è necessario riscaldare 
leggermente ed agitare. - 
B r o d o  b M 5 A  (Elphinstone et al., 1996), ma elimipando I'agar o i sali di tetrazolio. . 
Preparare come pe;! il terreno selettivo SMSA, eliminando I'agar o i sali di tetrazolio. 

Distribuire in porzioni da 3 ml, in provette a perdere mUniversaln da 30 ml. 

( ' h  S E  ncccssario, aumentando la oonhntra.zione della bicitracina fino a 300 ppm si può ridurre la conraminadoi$ da 
bartcri saprofiti senza ridurre il recupero di Ralstonia solanacearum. 

. i .  
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ALLEGATO 111 

1. Per ogni presenza sospetta per la quale le prove di screening, eseguite secondo il metodo appropriato di 
c ~ i  all'allegato I1 nel caso del materiale vegetale elencato, oppure, in tutti gli altri casi, secondo un 
qualunque altro metodo ufficialmente approvato, abbiano dato un risultato positivo, di cui si attende la 
conferma o la smentita attraverso I'applicazione completa del metodo stesso, è necessario manteiierc e 
conservare in condizioni adeguate, fino al termine delle prove: 

- ove possibile, la partita o parte di essa (da cui l: stato prelevato il campione) nel suo iiilballiiggio 
originale, con l'etichetta, 

- ove possibile,la parte rimanente dei campioni, 

- osni estratto residuo ed ogni ulteriore materiale (es.: vetrini di inimunofl~iorescenza) prep.ir.lto , I ,  

vista delle prove di screening, 

ed inoltre: 

- tutta la documentazione. 

2. Qualora venga confermata la presenza dell'organismo iiocivo, è necessario mantenere e conserv.1l.c in 
condizioni adeguate, per almeno un mese dalla procedura di notifica di cui all'articolo 5 ,  paragrafo 2: 

- il materiale di cui al paragrafo 1, 

- un campione del materiale infetto di o melanzana infetto inoculato con i l  t~ ibero  o con 
l'estratto, se del caso, ed inoltre 

- la coltura isolata dell'organismo nocivo 

ALLEGATO I V  

LII  accertamenti di cu ail'articolo 5, parakrato 1, lettera a), punto i), comprendono i seguenti elementi, se 
del caso: 

i )  luoghi di produzione, 

dovc 30nO o aono zra tc  roitivatc patarc in rclarionc clonalc con patarc risultate infcttc dall'uigaiii~iiiu 
nocivo, . 

- dove sono o sono stati coltivati che provengono dalla stessa fonte dei pomodori risultati 
infetti dall'organismo nocivo, 

- dove sono o sono stati coltivati patate o pomodori posti sotto controllo ufficiale per sospetta 
presenza dell'organismo nocivo, 

- dove sono o sono stati coltivati patate in relazione clonale con patate coltivate in luoghi di 
produzione soipetti di infestazione da parte dell'organismo nocivo, 

- dove vengono coltivate patate o pomodori e che sono ubicati in vicinanza di luoghi di produzione 
infestati, compresi quelli dove vengono condivisi attrezzature di produzione e impianti, sia diretta- 
niente, sia attraverso un imprenditore comune, 

dove I'irripazione o I'irrorazione siano praticate con acque superficiali originarie di qualunaue fonte 
conferniara o sospetta di infestazione da parte dell'organismo nocivo, 

- che per I'irrigazione o I'irroqazione condividono acque superficiali di qualsiasi origine con luoghi di 
produzione dove I'infestazione da parte dell'organismo nocivo è confermata o sospetta, 

- clic 3uuu illurtddli V ~ U L I U  ii~ultdati CUBI I C ~ U C  > ~ ~ ~ ~ f i ~ ; d l i  CVII[CIIII~LL u > U D ~ C L L C  di ~ ~ I ~ C I L ~ L ~ V I I C  

da parte dell'organismo nocivo, 

iil acque superficiali impiegate per l'irrigazione, I'irrorazione o l'inondazione di uno o più terreni o luoghi 
di produzionedove l'infestazione da parte dell'organismo nocivo è confermata. 
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ALLEGATO V 

1. La determinazione dell'entità della contaminazione prob:bile di cui all'articolo 5 ,  paragrafo 1, lettera a), 
punto li) e lettera C), punto iii), comptende i seguenti elementi, se del caso: 

- materiale vegetale elencato coltivato in un luogo di produzione dichiarato conraminato ai sensi 
dell'articolo 5 ,  paragrafo 1, lettera a), punto 11); 

- luogo o luoghi di produzione che abbiano un collegamento nel ciclo produttivo con il materiale 
vegetale elencato dichiarato contaminato ai sensi dell'articolo 5 ,  paragrafo 1, lettera a),  punto ii), 
compresi quelli dove vengono condivisi iiiaccliinari e dispositivi di produzione diierraiiieritr o 
attraverso un imprenditore comune; 

- materiale vegetale elencato ~ r o d o t t o  in un luogo o nei luoghi di produzione di cui al   recedente 
trattino, o presenti in tale luogo o luoghi di produzione durante il periodo in cui il materiale vegetale 
elencato dichiarato cnntaminato ai sensi dell'articolo 5 .  paragrafo 1. lettera a). punto ii), era presente 
nei luoghi di produzione di cui al primo trattino; 

- magazzini adibiti alla manipolazione del materiale vegetale elencato proveniente dai luoghi di 
produzione di cui sopra; 

- macchinari, veicoli, contenitori, magazzini, o relative parti, e qualsiasi altro oggetto, compresi i 
materiali d'imballaggio, che possano essere venuti a contatto con il materiale vegetale elencato 
dichiarato contaminato ai sensi dell'articolo 5,  arag grafo 1, lettera a), punto ii); 

- materiale vegetale elencato immagazzinato o entrato in contatto con una qualsiasi delle strutture o 
degli oggetti elencati nel precedente trattino prima della pulizia e della disinfezione di tali strutture 
od oggetti; 

- dopo gli accertamenti e gli esaini di cui all'ar~iculu 5, t>aid&ia[u 1 ,  lciicia a), yuiiiu i), iirl c a w  drllr 
patate, tubeti o piante con una relazione clonale parentale o collaterale e, nel caso dei pomodori, 
piante cori la stessa fonte del materiale vegetale elencato dichiarato contaminato ai sensi dell'arti- 
colo 5, paragrafo 1, lettera a), punto ii), e per le quali, malgrado abbiano dato risultati negativi nei 
test pcr l'individuazione dell'organiimo nocivo, risulti che la contaminazione sia probabile per legami 
di carattere clonale; . 

- luogo o luoghi di produzione del materiale vegetale eleiicato al precedente trattino; 

- luogo o luoghi di produzione di materiale vegetale elencato,. che per l'irrigazione o I'irrorazione 
impiegano acque dichiarate contaminate ai sensi dell'artjcolo 5 ,  paragrafo 1, lettera C), punto ii); 

- materiale vegetale elencato prodotto in appezzamenti inondati con acque superficiali confermate 
essere infestate dall'organismo nocivo. 

2 La determinazione della potenziale disseminazione ai sensi dell'articolo 5 ,  paragrafo 1, lettera a), 
punto iv) e lettera C), punto iii), tiene conto dei seguenti'elementi: 

i )  nei casi di cui all'articolo 5, paragrafo 1, lettera a),  punto iv): 

- vicinanza di altri luoghi di produzione in cui è coltivato il materiale vegetale elencato, 

- produzione e utilizzo comuni di scortfdi tuberi-seme di patate, 

- luoghi di produzione che per l'irrigazione o I'irrorazione del materiale vegetale elencato 
impie ano  acque superficiali, nei casi.'in cui esiste od è esistito un rischio di fughe di acque 'j . . .  
supe ,iciali o di inondazione dal luogo o dai luoghi di produzione dichiarati conraininati ai sensi 
dell'articolo 5 ,  paragrafo 1, lettera a), punto ii); 

ii) nei casi 'in cui le acque superficiali sono state dichiarate contaminate ai sensi dell'articolo 5, 
~ a r a ~ r a f o  l, lettera C), punto ii); 

- luogo o luoghi di' produzione del materiale vegetale elencato adiacenti alle acque superficiaIi 
dichiarate contaminate, o a rischio di inondazione, 

- bacini di irrigazi8ne separati associati alle acque superficiali dichiarate contaminare 
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3. I dati contenuti nella notifica di cui all'articolo 5, paragrafo 2, primo comma, comprendono: 

- la data di segnalazione della presenza sospetta ai sensi deli'articolo 4 e le date del campionamento e 
della conferma dclla presenza dell'organismo nocivo ai  sensi dell'articolo 5, secondo i casi; 

- una descrizione degli elementi relativi alla dichiarazione di contaminazione e alla delimitazione della 
zona. 

4. I dati contenuti nella notifica supplementare di cui all'articoio 5 ,  paragrafo 2, secondo comma, 
comprendono: 

- per ogni spedizione o partita di patate dichiarate contaminate, i certificati prescritti dagli articoli 7 e 
8 della diretriva 77/93/CEE, il numero di passaporto O il numero di registrazioiie dei produttori di 
parare, dei deposiri collcciivi c Jci ccntri di spcdizionc, secondo i casi; 

- per ogni spedizione o partita di piante di pomodoro dichiarate contaminate, i certificati di cui agli 
articoli 7 o 8 della direttiva 771931CEE ed il numero di passaporto, conformemente all'elenco di cui 
all'allegato V, parte A, sezione I, paragrafo 2.2, della direttiva 77193lCEE; 

- la denominazione varietale e la categoria per le scorte di tuberi-seme di patate e, ove possibile, in 
tutti gli altri casi, 

- ogni altra ~nformazione eventualmente richiesta dalla Commissione sulla confermata comparsa della 
malattia 
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ALLEGATO VI 

1. Con riferimento all'articolo 6 ,  paragrafo 1, le disposizioni sono: 

- incenerimento, o 

- utilizzo, per l'alimentazione animale, previo idoneo trattamento termico, tale che non sussista alcun 
rischio di sopravvivenza dell'organismo nocivo, o 

- interramento profondo in un luogo di smaltimento dove non sussistano rischi di infiltrazione del 
terreno agricolo o di contarti con sorgenti d'acqua che potrebbero essere usate per l'irrigazione del 
terreno agricolo, o 

- destinazione alla trasformazione industriale, attraverso la consegna diretta ed immediata a 
stabilimenti dotati di apposite strutture ufficialmente approvate per l'eliminazione dei rifiuti, che 
corrisoondano alle disposizioni dell'allegato VI1 della presente direttiva, o 

- altre misure, sem'pre che sia stato accertato che non esiste alcun rischio identificabile di 
disseminazione dell'organismo nocivo; tali misure debbono essere immediatamente notificate alla 
Commissione e agli altri -Stati membri. 

2. L'utilizzazione o l'eliminazione idonee del materiale vegetale elencato di cui all'articolo 6, paragrafo 2, 
da effettuarsi sotto il controllo degli organismi ufficiali competenti dello Stato o degli Stati membri 
interessati, prevedendo uno scambio di informazioni fra gli organismi ufficiali tale d a  assicurare la 
costanza di tale controllo, e l'approvazione da  parte degli organismi ufficiali competenti degli Stati 
membri dove le'patate sono imballate o trattate in relazione agli impianti destinati all'eliminazione dei 
rifiuti di cui al primo e secondo trattino, comprendono: 

I )  per i tuberi di patata: 

- il' loro impiego quali patate da conservazione destinate al consumo, purché vengano imballati 
in luoghi prowisti di adegiiari impianti di eliminazione dei rifiuti, in imballaggi pronti per la 
consegna diretta e l'utilizzazione senza necessità di reimballaggio, e siano destinati alla 
consegna e all'utilizzazione dirette, o 

- il loro impiego quali patate da conservazione destinate alla trasformazione industriale e 
consegnate direttamente e immediatamente ad uno stabilimento dotato di adeguate strutture 
per l'eliminazione del rifiuti e la desinfezione, o 

- altri impieghi- o forme di eliminazione, sempre che sia accertato che non esiste alcun rischio 
identificabile di disseminazione dell'organismo nocivo, e faua salva l'approvazione di detti 
organismi ufficiali competenti. Tali misure devono essere notificate immediatamente alla 
Commissione e agli altri Stati membri; 

ii) per altre parti di piante, compresi gli steli e i cascami del fogliame: 

'- la distruzione, o 

- altre forme di impiego o di eliminazione, sempre che sia accertato che non esiste alcun rischio 
identificabile di disseminazione dell'organismo, nocivo; queste misure sono notificate alla 
Commissione e agli altri Stati membri. 

, 
3.  1 metodi adeguati per la decontaminazione &li oggetti di cui all'articolo 6, paragrafo 3 consistono 

nella pulizia e, se del caso, nella disinfezione, in modo da escludere qualsiasi rischio identificabile di 
discemiiiazio>e del l ' a~~ani r rnn  nnciun, e cono =pyilirari wrrn 11 ~ n r v e ~ l i a n - l r  deEli nreanicmi iiffirisli 
competenti degli Stati membri. 

4. La serie di rftisure che gli Stati membri debbono applicare entro le zone delimitate identificate a i  sensi 
dell'articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punto iv), e lettera C), punto iii), cui si fa.riferin~ento 
nell'articolo '6, paragrafo 4, comprendono: 

4.1 nei casi i n  cui i luoghi. di produzione sono star1 dichiarati contaminati ai sensi dell'articolo 5 ,  
paragrafo 1, lettera a), ppnto il) . 
a) in u n  cainpo o h i t à  d i  produzione protetta del vegetale dichiarati contaminati %i',sensi 

dell'articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punto ii), 
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i) - per almeno i quattro anni di coltivazione successivi a quella in  cui Ja contaminazione t stata '  
dichiarata, 

si attuano intcrvcnti intesi ad eliminare Ie piante spontanee di patate o di pomodoro c lc 
altre piante ospiti dell'organismo nocivo, comprese le solanacee selvatiche, e 

- è vietato -menere a dimora: 

- tubcri o tubcri-seme di patate 

- piante o semi di pomodoro 

- tenendo conto della biologia dell'organismo nocivo: 

- altre piante ospiti 

- pianta della specie Brassica, per le quali è stato individuato il rischio di preseiiza 
dell'organismo nocivo 

- colture per le qua11 esiste un rischio identificabile di disseminazione dell'organisnio 
nOCivo; 

- nel primo periodo di raccolta delle patate O dei pomodori che segue il periodo indicato al 
trattino precedente, ed a condizione che il terreno sia risultato esente da piante spontanee 
di patata e di pomodoro e da altre piante ospiti, comprese le solanacee selvatiche, per 
almeno due anni vegetativi consecutivi precedenti alla messa a dimora: 

- nel caso delle patate, sono messi a dimora soltanto tuberi-seme ufficialmente certificati 
per la produzione di patate da conservazione, e 

- si procede ad  accertamenti ufficiali come precisato ail'articolo 2, paragrafo 1, 

- nel periodo di raccolta delle paiate o dei pomodori successivo a quello indicato al rrattino 
e in ceguito i d  un appropriato ciclo di rotazione, nel caoo dcllo pararc sono 

messi a dimora esclusivamente tuberi-seme ufficialmente certificati per la produzione a 
jcopo sia di conservazione che di semina; nel caso delle patate e dei pomodori viene 
effettuato un accertamento ufficiale come precisato all'articolo 2, paragrafo 1, 

oppure 

il) nei cinque anni vegetativi successivi a quello in CUI la contaminazione è stata dichiarata, 

- si attuano interventi atti ad eliminare le piante spontanee di patata e di pomodoro e le altrc 
piante ospiti dell'organismo nocivo, comprese le splanacee selvatiche, 

- per i priml tre anni I'appezzamento viene messo e tenuto a maggese compiete, oppure a 
cereali conformemente al rischio identificato, oppure a pascolo permanente, effettuando 
frequenti falciature a raso, oppure e adibito a pascolo intensivo, oppure ad erba per la 
produzione di sementi, e nei'due anni successivi viene piantato con piante che non ospit'ino 
i'organismo nocivo e non comportano rischio identificato di sopravvivenza o dissemina 
ztone deli'organismo noci\o, 

- nel primo perlodo di raccolta delle patate o dei pomodori successivo a quello indicato ai 
trattino precedente 

- nel caso delle patate, sono, messi a dimora esclusivamente tuberi-semi ufficidlniente 
certificati per la produzioneca scopo di semina o di conservazione, 

- ed è effettbato un accertamento ufficiale come precisato nell'articolo 2, paragrafo 1; 

negli!altri appezzamenti: 

- nell'anno di coltivazione successivo a quello della contaminazime dichiarata. 

- è vietato mettere a dimora tuberi o piante di patata, od altre piante ospiti dell'organismo 
nocivo, e vengono attuati interventi per eliminare le piante spontanee di patata e di 
pomodoro'nonché altre piante ospiti, comprese le solanacee selvatiche, secondo i.casi, 

- n$ caso dei tuberi di patata, per la produzione di patate da conservazione vengo& messi a 
dimora ~wlusivamente tuberi-seme ufficialmente certificati, a condizione che @li arganismi 
ufficiali'competenti ritengano che il rischio di piante spontanee d i  patate e di pqmodori e di 
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altre piante ospiti dell'organismo nocivo, comprese le solanacte selvatiche. sia stato 
eliminato. La coltivazione in fase vegetativa viene i s p e z i o m ~  ai  momento appropriato, e 
sulle piante spontanee di Datata viene effenuata la ~icercadell'organismo nocivo; inoltre. 
pcr t paracc,-i ruberi debbono essere soggerd ad  'ispezione dopo'ic raccolro; 

- nel primo anno di coltivauone successivo a quello di cui al primo trattino: 

- nel caso delle parate, per la produzione di tuberi-seme O di patate da conservazione vengono 
messi a dimora esclusivamente tubeci-seme ufficialmente certificati; 

- almeno per il secondo anno di coltura successivo a quello di cui al primo trattino: 

- nel caso delle patate, per 1- produzione di pntete dn ceme o d2 conservnzione vengono messi 
a dimora esclusivamente tuberi-seme ufficialmente certificati ovvero tuberi-seme coltivati 
sotto controllo ufficiale e derivanti da ruberi-seme ufficialmente certificati; 

- in ciascuno degli anni di coltura di cui ai precedenti trattini, vengono prese misure per 
eliminare le piante spontanee di patata e di pomodoro ed altre piante ospiti dell'organismo 
nocivo, &mprese le solanacee selvatiche, e viene effettuato un accertamento ufficialerome 
precisato all'articolo 2, paragrafo l e, nel caso in cui dei tuberi-seme vengano messi a dimora 
in vista della produzione di patate da seme, viene effettuato un controllo sui tuberi; 

C )  non appena è avvenuta la dichiarazione di contaminazione ai sensi dell'articolo 5, paragrafo 1, 
lettera a),  punto ii), ed in ognuno degli anni vegetativi successivi, fino al primo periodo incluso di 
raccolta possibile delle patate o dei pomodori nell'appezzamento o negli appezzamenti dichiarati 
contaminati, come specificato alla Iettera a): 

- tutti i macchinari e le strutture di magazzinaggio sul luogo di produzione e associati al ciclo 
produttivo di patate o di pomodori sono opportunamente puliti e, se del caso, disinfettati con i 
metodi adeguati, conformemente al punto 3; 

- per prevenire la disseminazione dell'organismo nocivo, sono effettuati controlli ufficiali sui 
programmi di irrigazione ed irrorazione, che possono arrivare al divieto, 

ci) gicllc uriii9 di prudu~iuiic prutci~d di~llidsdlc L U I L L ~ L S * ~ ~ ~ L C  ai b c ~ i ~ i  ddl 'arti~vlu 5, paragrafo 1, 
lettera a), punto ii), allorché è 'possibile sostituire completamente il substrato colturale: 

- è vietato mettere a dimora tuberi-seme o piante di patata, od altre piante ospiti dell'organismo 
nocivo, comprese le piante e i semi di pomodoro, a meno che l'unità sia stata sotroposta a 
misure sotto controllo ufficiale intese ad eliminare l'organismo nocivo ed a rimuovere tutto il 
materiale vegetale elencato ospite, comprendente almeno il cambiamento completo del sub- 
strato colturale nonché la pulizia, e, se del caso, la disinfezione deli'unità di produzione e di 
tutte le attrezzature, e purché gli organismi ufficiali competenti abbiano successivamente 
autorizzato la produzione di patate o aomodori: 

- la produzione di patate si effettua a partire da tuberi-seme ufficialmente certificati, o da 
picrotuberi o piantine ottenute da fonti controllate; 

- per prevenire la disseminazione dell'organismo nocivo, vengono attuati secondo necessità 
controlli ufficiali sui programmi di irrigazione ed irrorazione, che possono arrivare al divieto. 

4 2 .  All'interno della zona delimitata, fatti salvi gli inr&venri previsti al punto 4 1, gli Stati membri: 

a)  immediatamente dopo la contaminazione dichiarata, e per almeno tre periodi vegetativi: 

aa) nei casi in cui la zona delimitata è stata determinata ai sensi dell'articolo 5, paragrafo 1, 
lertera a); punto iv): 

- garantiscono il controllo, attraverso i propri organismi ufficiali responsabili, delle imprese 
dove viene effettuata la coltivazione. il magazzinaggio o la manipnlarinne dei ruheri di 
patata o dei nonché delle imprese che gestiscono su base contrattuale .i 
macchinari occorrènti, 

- esigono Iqpulizi~, e se del caso, la disinfezione dei macchinari e dei magauini presenti m 
tali imprese, utilizzando J metodi adeguati specificati al punto 3. 
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- esigono Pimpiego esclusivo d i  semi certificati o semi coltivati sotto controllo ufficiale per 
tutte le colture di patata comprese in tale zona, e l'esecuzione di prove d o p o  i l  raccolto di 

, tuberi-seme di parate colbvati in luoghi di produzione dichiarati probabilmente contami- 
nati a i  sensi deli'articolo 5,  paragrafo i,  lettera a), iii), . 

- esigono che la manipolazione dei tuberi-seme di patata raccolti sia separata d a  quella delle 
patate da  consumo in tutte le imprese della zona, 

- eseguono gli accertamenti ufficiali di cui all'articolo 2, paragrafo 1, 

ab) nei casi in cui le acque superficiali sono state dichiarate contaminate ai sensi deli'articolo 5 ,  
paragrafo 1, lettera C), punto ii), ovvero incluse fra i fattori di una possibile disseminazione 
dell'organismo nocivo conformemente all'allegato V, purlto 2: 

- procedono ad accertamenti annuali ai momenti appropriati, comprendenti il prelievo di 
campioni di acque superficiali e delle eventuali piante ospiti solanacee nelle sorgenti 
d'acqua in causa, nonché esami eseguiti in conformità: 

- dei metodi appropriati di cui all'allegato Il, per il materiale vegetale elencato; 

- di qualsiasi altro metodo auprovato ufficialmente negli altrt casi: - 

- per prevenire la disseminazione dell'organismo nocivo, attuano controlli sui firogramnii di 
irrigazione ed irrorazione, che possono arrivare al divieto d'impiego dell'acqua dichiarata 
contaminata ai fini dell'irrigazione e dell'irrorazione del materiale vegetale elencato e, se 
del caso, di altre piante ospiti; questo divieto può essere riveduto sulla base dei risultati 
dell'accertarnento annuale di cui sopra; 

- nei casi in cui gli scarichi di reflui sono contaminati, effettuano controlli ufficiali 
sull'eliminazione dei rifiuti derivanti da stabilimenti industriali di trasformazione o 
imballaggio che manipolano il materiale vegetale elencato; 

b) stabiliscono se del caso un programma volto a sostituire tutte le scorte di tuberi-seme di patata 
entro un lasso di tempo adeguato 

ALLEGATO VII 

Per ovviare 11 rischio di disseminazrone dell'organirmo nmivo, gli impianti ufficialmente approvati di 
eliminazione dei rifiuti di cui all'allegato VI, paragrafo 1, quarto trattino debbono conformarsi alle seguenti 
disposizioni: 

i) gli scarti di lavorazione delle patate e dei pomodori (comprese le patate scartate, le bucce di patata e i 
pomodori scartati) nonché ogni altro rifiuto solido collegato alle patate e ai pomodori, deve cssere 
eliminato in uno dei modi seguenti: 

- interramento profondo in un luogo di smaltimento dove non sussistano rischi di infiltrazione del 
terreno agricolo o di contatti con sorgenti d'acqua che potrebbero essere usate per l'irrigazione del 
terreno agricolo. I rifiuti sono trasportati direttamente al sito in condizioni di confina'm~nrn t ~ l i  che 
non sussistano rischi di perdite dei rifiuti; o 

- incenerimento; 

ii) reflui di lavorazione: prima dell'eliminazione, i reflui liquidi contenenti solidi in sospensione sono 
buuuyua~i a procedimenti di filrrazione o di sedimenraziuiie dcbtiriari ad allontanare tali solldi. I-Solidi 
stessi debbono essere eliminati come indicato al comma i). 

I reflui sono quindi: 

- riccaldori 3 un- temperatura miniri ia di 70°C per almano 30 minuti primo di ecsere eliminati,  

oppure 

- altrimenti eliminati, previa approvazione ufficiale e sotto controllo ufficiale, in modo da  escludere il 
rischio di contatto fra i rifiuti e il terreno agricolo o sorgenti di acqua che potrebbe essere utilizzata 
per irrigare terreni agricoli. I particolari in merito sono notificati agli altri Stati membri ed alla 
Commissione. 


