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ALLEGATO I 

SEZIONE I 

Elenco delle piante ospiti di Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. di cui all'articolo 

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

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

SEZ!ONE ll 

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 sistema 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 e/o ii prelievo di 
campioni di cuberi-seme e di altre patate durante la stagione di crescita oppure in magazzino. 
Questi campioni debbono essere sottoposti a ispezione visuale ufficiale o sotto sorveglianza 
ufficiale, comportante ii sezionamenro dei tuberi, 

e inoltre, 

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

ii) nel case del pomodoro, 

- l'ispezione visuale, a momenti appropriati, almeno durante la crescita delle piante destinate al 
reimpianto,.ad usi professionali. 

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

i) nel case delle patate, 

la superficie totale, valutata in ,ettari, coltivata a patate da seme e ad altri tipi di patata, 

la srratificazione per ·categoria (patate da seme e da consumo), e se de! caso, per regione, 

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

ii numero di ispezioni visuali sul terreno, 

ii numero delle ispezioni visuali sui tuberi (e l'entitii dei campioni); 

ii) nel caso delle piante di pomodori, almeno durante la cres.cita, destinate al reimpianto ad usi 
professionali, 

numero totale stimato delle piante, 

ii numero delle ispezioni visuali; 

iii) nel caso delle pianre ospiri <livcr~e dalla patacct c: J~.it purnuJv1v, cou1ptc.!)c le :,vla11JLCC ::idv~uid1e 

ospiti, 

la specie, 

ii numero e la cadenza dei campioni pr~levati, 

la zona/il corso d'acqua sottoposti a pre:ievo, secondo i ca~i, 

ii metq~~ di analisi; ' 

iv) nel caso d'.,gli accertamenti sull'acqua e sugli scarichi di reflui degli ·impianti di trasformazione 
industriale o di imballaggio, 

ii numero e la cadenza dei campioni, 

Ia zona/il corso d'ac,qua/l'ubicazione dell'impianto sottoposti a prelievo, secondo i casi, 

- jJ n~ctodo di analisi:~ 
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A[LEGA T() II 

SCHEMA PER LA DIAGNOSI, IL RILEVAMENTO E L'IDENTII'ICAZIONE·DI RAI.SI"ONIA 
. SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL. 

SCOPO DELLO SCHEMA DIAGNOSTICO 

Quesro schema descrive i vari procedimenti da usare per: 

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

ii) ii rilevamento di Ralstonia solanacearum nei campiu11i tli ,uLeri tli paca,a, 

iii) l'identificaz1one di Ralstonia solanacearum. 

Nelle appendici vengono descritte le modalita per la preparazione dei materiali per i saggi, cioe terreni di 
coltuc:i,, t:.1mponi, soluzioni, re!.lgenti. "' 

!NOICE 

SEZIONE I: Applicazione dello schema 9 

1. Dragnosi de! marciume bruno nei tuberi di patata e di verticillosi batterica nelle 
piante di patata e di pomodoro . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 

2. Rilevamento e identificazione di Ralstonia solanacearum in campioni di tuberi di 
patata 11 

SEZIONE II: Diagnosi de! marciume bruno nei tuberi di patate e di verticillosi batterica nelle piante 
di patata e di pomodoro .............................. , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13 

f. Sintomi del marciume bruno 

2. Saggi rapidi pe_r selezione preliminare 

3. Procedjmento di isolamento ... . 

4. Saggi di· conferina ................. . 

SEZIONE III: Rilevamento e identificazione di Ralstonia solanacea·rum in campioni di tuberi di 
patata 

1. Preparazione de! campione per i saggi 

2. Colorazione di immunofluorescenza (IF) 

3~ Saggio immunoenzimatico (Elii.:2) 

4. Reazione a catena de! DNA polimerasi (PCR) 

5. Isolamento selettivo in piastra 

6. Saggio biologico .... 

7. Prove di arricchirnento 

8. Prova di patogenicita .. 

13 

13 
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17 
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20 

20 
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23 

Appendice 1: ~substrati nutritivi per l'isolamento e la coltura di Ralstonia solanacearum· . . . . 24 

Appendice 2: , , Materiaii per la preparazione dtl cam pi one 
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Appendice 3: ,.Materiali per ii saggio IF ......... . 

Appendice 4: Determinazione def livello di contaminazione nella prova IF ... 

Appendice 5: Materiali per il saggio Elisa 

Appendice 6: Materiali peor la prova PCR · ................ . 

Appendice 7: Materiali pe't l'isolam·ento selettivo su piastra ·························:················· 
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SF.7.IONF. l 

APl'LICAZIONE DELLO SCHEMA 

D~iagnosi del marciume bruno nci tubcri di patata c ·di v1:rticillOsi batterica. nelle piante di patata e di pomodoro 

II procedimento qui indicato C cb applicarsi alle piante e ai tuberi con sintomi tipici o sospetti di marciume bruno. Esso 
comp~rt~ una prova rapid,, di sclczione preliminare, l'isolamentO dell'agente patogeno dal tessuto vascolare infetto su 
terrem d1 coltura di,1gnosti(:i l\ in caso di esito positive, l'identificazione della coltura come Ralstonia solanacearum. 

Diagramma di flusso 

piante di para tao di pomodoro o tuberi di patata con sinromi (') 

saggio/i rapido/i per 
selezione 

preliminare (2
) 

ISOLAMENTO 

t 
colonie con morfologia ti pica 

SAGGI DI CONFER:vtA 
1dcnt1hcazione (~) di una coltura 

pura cqmc Ralstonia solanacearum 
piu prova di patogcnicita (') 

pionte e/o tuberi infctti da 
Ralsronia solan·acearum 

Riferime,iti de/ diagramrn.a di /lusso: 

NO 

( 1) La descrizione dei sintomi e for.nita nella seziorie 11,•paragrafo 1. 

)I 

(2) l ~aggi rapidi di selezione prelimlnare permeitono· di for~ulare una diagnosi presunta. 

NO(') 

piante e/o tuberi non 
inferti da Ralsronia 

solanacearum 

I saggi idonei sono: . , . . 
- fuoriuscita a filamenti della massa batterica dal tessuto vascolare del fusto (sezione II, paragrafo 2), 
- saggio dei granuli di. poli-beta-idrossibutirrato (sezione II, paragrafo 2), 
- colorazione IF (sezione III, paragrafo 2), 
- Saggio Elisa (sezione III, paragrafo 3), 
- PCR (sezione III, paragrafo 4 ). 

( 3 ) Sebbene l'isolamento de! patogeno da materiali con sintomi tipici me.diante la tecnica della diluizione in piastra sia 
immcdiato, in fasi avanz.atc di infezione b cresCita delle sue colonie puO non :1ver luogo. I batteri ~1profiti che si 

sviluppano nel tessuto malato possono eliminare o inibire ii patogeno sul substrato di isolamento. Se l'isolamento e 
negativo, ma i sintomi .della malattia sono tipici, l'isolamento deve essere...ripetuto, preferibilmcnte su un substrato 
selettivo. · 

( 4 ) Si puo perseguire una identificazione affidabile di una coltura ·pura di Ralstonia solanacearum per mezzo di almeno 
uno dei saggi elencari ne-lla ~eziu11c: II, ~dtdgrafo 4.1 abbinata a una prova di ·patogcnicitO {3czionc II, para.g';afo 1.3). 
La caratterizzazione de! ceppo e facoltativa ma e consigliabile per ogni nuovo caso. 
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Rilevamento e identificazione di .Ralstonia solana,earum iri catnpioni di tuberi di patata 

II procedimento e inteso a tilevare le infez(oni latenti !lei ·cuberi di .Patata mediante uno o, preferibilmente, piu saggi di 
selezione prelimin:ire che; sc(positivi, vengono confermati dall'lsolamento del patogeno e quindi, in caso di isolamento di 
colonie tipiche, dali>iclentificazione di una c:oltura pura di Ralstonia solanacearum.· · 

isolamento 
selettivo in 

piastra 

Diagramma di f/usso 

campiqne di tuberi di patata (') 

t 
SAGGIO (SAGGI) DI SELEZIONE PRELIMINARE (') 

' COLORAZIONE IF(') e/o 
isolamento selettivo in piasira (') 
con ulteriori prove facoltative: 

saggio Elisa(') 
PCR(') 

prova (prove) di arricchimento (') 

almeno 
un saggio 
positivo 

ISOLAMENTO 

e/o saggio 
biologico (') 

tutti i saggi eseguiti 
sono negativi 

c~lonie con morfologia tipica 

SAGGIO (SAGGl)•DI CONFERMA 

identificazione (') della coltura come 
Ralstonia solanacearum 

piu prova di patogenicita (') 

campione infetto da 
Ralstonia solanatearum 
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Riferimenti de/ diagramma di flusso 

( 1) Campione 

Serie generale - n. 102 

II campione standard e di 200 tuberi. Tuttavia ii procedimento puo essere convenientemente applicato anche a 
campioni avcnti mcno di 200 tubcri. 

(2) Saggio (saggi) di selezione preliminare 

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

( 3) Colorazione di immunofluorescenza (IF) 

La colorazione IF (metodo indiretto) e un saggio di selezione preliminare ben collaudato. Esso ha pertanto vantaggi 
rispetto ad altre prove non ancora pienamente sviluppate o convalidate. Secondo i parametri di lettura specificati in 
t::lle metodo si tratta di un saggio sen{;ibile (sogli:.i di 103-104 cellule per ml di pellet di estratto di pato.tn). 

II fattore critico per l'affidabilirj dell'esito de! saggio e la qualita dell'antisiero. Solo un anrisiero ad alto titolo (minimo 
2000 per l'antisiero grezzo) e accettabile e tutte le prove devono essere eseguite con antisiero a tale titolo o con una 
diluizione inferiore a detto titolo. II metodo indiretto e preferibile. II metodo diretto puo essere usato se ii saggio ha un 
livello di sensibilitil e di specificita equivalente a gt1ello de! metodo indiretto. 

ll saggio IF ha ii vantaggio di consentire una interpretazione soggettiva della morfologia di. colorazione della cellula e 
dell'imensita della fluorescenza che forniscono le informazioni sulla specificita della reazione. Sono freguenti le reazioni 
incrociate con batteri sierologicamente affini provenienti dal suolo o associati a tessuti della parara con morfologia 
cellulare di Ralstonia solanacearum. II saggio IF puo essere usato come unico saggio di selezione preliminare sebbene, 
qualora si sospettino reazioni incrociate, dovrebbe essere fatro un saggio preliminare addizionale basato su difference 
base biologica. In questi casi l'isolamento selertivo e ii rii1 appropriato. 

(
4

) Isa lam en to se I et ti vo in pi as tr a 

Si tratta di un saggio sensibile e selettivo per Ralstonia solanacearum se fatto con substrato SMSA modificaro e con la 
metodologia specificata in questo schema. II risulrato e disponibile da 3 a 6 giorni dopo la preparazione del campione. 
II patogeno viene ottenuto direttamente in coltura e puo essere facilmente identifica to. 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 ratata che sono competitori di Ralstonia solanacearum sul terreno di coltura 
e ne possono influenzare la crescita. Alcuni cerpi possono stentare a crescere in quanto anche i componenti del terreno 
possono condizionare l'organismo obiettivo. Occorre panicolare attenzione anche per distinguere Ralstonia solanacea­
rum da altn batten che s1 possono sv1luppare sul terreno di coltura. L"isolamento selettivo m p1astra pu6 essere usato 
come unico ~ggio di selezione preliminare sebbene, nel Caso in cui si ottenga un risultato negativo e si sosperri 
l'inibizione di Ralstonia solanacearum da pane di altri batteri presenti sul terreno di coltura, dovrebbe essere facto un 
saggio di selezione preliminare di alrro tipo per confermare o confutare la diagnosi. In tali casi, la colorazione IF e la 
piu appropria ta. 

( 5) Saggio Elisa 

II saggio Elisa e generalinente meno sensibile della colorazione IF (soglia di 104-105 cellule/ml di pellet di estratto di 
patata). Il saggio e economico e veloce ma, generalmente, e piu soggetto a falsi risultati positivi (reazioni incrociate) e a 
falsi risultati negativi (inibizione da pane di molecole fenoliche nell'estratto di patata). E richiesta · una. specificita 
dell'antisiero estremamenre alta. ll saggio Elisa non puo essere !JSato come unico saggio di selezione preliminare. 

(') PCR 

II saggio PCR ha potenzialmente un'elevata sensibilira di rilevamemo. II saggio viene facilmente inibito da componenti 
presenti nell'estratto di pianta o di tubero che portano a una falsa negativita. Alcune cultivar di patata contengono piu 
iuil.Jiluli Ui aluc:. E pt:ua1nv 11t:Lt~~::,..:uiu 1irnuuvcJx tali iuiLi1.oli. Gli iuiUituJ.i pu~:-,uuu t:~:>.nt: t::vitati l:UU 1a <liluiziune, ma 

in tal modo anche le popolazioni di Ralstonia solanacearum vengono diluite. E necessario prestare molra attenzione in 
·rutte le fasi di preparazione de! 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 puo essere usata come unico saggio di selezione preliminare. 

(
7

) Prova di arricchimento 

L'incubazione di 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 piu 
importante, diluisce i potenziali inibitori dei .taggi Elisa o PCR. Ralstonia solanacearum puo in ta! modo essere rilevato 
nel brodo di nrricchimcpto con i $uggi IF, E:fisa o PCR. !'-Jon consigliamo di fare Pisolun1ento dirctto in piastra usando i 
brodi arricchiti. Questi metodi di arricchimento non sono stati ancora sperimentati e provati in modo approfondito. 
Sono stati iriclusi in quesro schema per ii loro buon potenziale. Tuttavia, data la relativa mancanza di esperienza nella 

· loro esecu:,;io_ne, non possono essere utilizzati come unici metodi di rilevamento. 

(') Saggio ~iologico 

II saggio biologico e usaro per l'isolamento di Ralstonia solanacearum dai sedimenti di centrifuga di estratti di patata 
sfruttando · una pianta ospite come mezzo selettivo di arricchimento e puo essere fatto su piante di pomodoro o di 
melanzana. ll saggio richiede condizioni ottimali di incubazione, come specificato in tale merodo. E molto probabile 
che in tale saggio i batteri inibitori di Ralstonia solanacearum sul mezzo SMSA non interferiscono. 

(') Saggio(i) di conte,ma 

E possibile ott1nere up; identificazione affidabile di coltura pura di Ralsronia solanacearum al.meno con uno dei saggi 
elencati nella sezione: II, paragrafo 4.1, abbinata a una prova di patogenicita (sezione II, paragrafo 4.3). La 
caratterizzazione de! ceppo e facoltativa, anche se consigliabile per ogni nuovo caso. 
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SEZIONE:II 

DiAGNOSI DEL MARCIUME BRUNO NEI TUBERI DI PATATA E.DI VERTICILLOSl BA'ITERICA NELLE PIANTE DI 
. PA.TATA EDI POMODOR.O 

1. 

1.1. 

1.2. 

2. 

Sintomi del marci_ume bruno 

Sintomi nella patata 

Pia11ta di patata. La fase iniziale dell'infezione consiste nella perdita di turgore delle foglie della parte superiore della pianra 
con le alte temperature diurne e loro ripresa duranre la notte. La flaccidezza si aggrava, diventa presto irreversibile e porta 
a morte la pianra. 11 tessuto vascolare dei fusti di pianre avvizzite tagliato trasversalmente puo diventare bruno e un liquido 
lattiginoso puo essudare dalla superficie tagliata o puo essere facilmente fatto uscire per compressione. Quando uno stelo 
,aislia,u vkue iuuuc1su venicali;nenre in acqua, filamenti di muc,llagme colano dai lasci vascolari. 

T11bero ·di patata. I tuberi di patata devono essere tagliati trnsvcrsalmenre vicino all'ombelico (punto di attacco dello 
stolone). La fase in_iziale dell'infezione consiste in una alterazionc di colore da giallo vitreo a marrone chiaro dell'anello 
vascolare da cui fuoriesce spontaneamente un liquido color crem.i chiaro dopo pochi minuti o quando viene esercirata una 
licvc prc:ssionc ddle dita ~ulla buccia vicino alla superficie sezionata. In segu1t◊- lo scoloramento va.Scol'a.re d1venta di un 
marrone piu netto e la necrosi puo. estendersi al tessuto parcnchimatico. Nelle fasi avanzare l'infezione si espande 
centrifugamente sino ad emergere in corrispondenza dell'omhdico e degli occhi dove causa tacche bruno-rossastre, 
leggermente infossate e fuoriuscita di gocciolc di essudato cui rirnangono ad_erenti particelle di terreno. 

Sintomi nel pomodoro 

Pianta di· pomodoro. II primo sintomo visibile e l'aspetto flaccido delle foglie piu giovani. In condizioni ambienrali 
favorevoli per l'agente patogeno (temperatura del suolo di circa 25 •c, umidita satura), epinastia e flaccidezza di un lato 
della pianta o dell'intera pianta seguono in pochi giorni portandci alla rovina totale. In condizioni meno favorevoli 
(temperatura al suolo inferiore a 21 °C) possono svilupparsi sullo stclo molte radici avventizie. Si puo osservare un cordone 
di grasso lungo lo stelo che indica la necrosi de! sistema vascolarc. Quando lo stelo e tagliato trasversalmente, dai tessuti 
vascolari bruni scoloriti dello stelo essudano gocce di liquido hattcrico bianco o giallastro. 

Saggi rapidi per sele.ione preliminare 

Un saggio di selezione preliminarc facilita la formulazione Iii una diagnosi presunta. Usare uno o piu dei seguenti saggi: 

Prova "del/'ess11dato batterico ~11/ /ustn 

La presenza di Ralstonia solanr.cearum nei fusti di patata aventi foglie flaccide pt,10 essere accertata mediante la seguente 
prova presuntiva. · 

Tagliare lo stelo appena al di sopra del livello del St,1010. Porre la superficie ragliata in un bicchiere contenente acqua. Poco 
dopo, filamenti di mucillagine battcrica coleranno spontaneamcntc dai ·fasci vascolari. Altri batteri che causano infezione 
vascolare nelle piante di patate non provocheranno questo fenomcno. 

Rilevamento dei granuli di poli-bcta-idrossibutirrato (P_HB) 

I granuli PHB nelle cellule di Ralstonia solanacearum sono resi vi~ihili rnn b rn1nr~ninnP bin Nilo A o nPro <;nrbn R 

Preparare. uno striscio dell'essudato o della sospensione di tessuto su un vetrino ·da microscopio oppure preparare uno 
striscio di una coltura di 48 ore su YPGA o SPA (appendicc 1 ). Preparare strisci di controllo positivo di un ceppo bio­
var 2, razza 3. Lasciare secciire. Passarc rapidamente diverse volte la parte inferiore de! vetrino sopra la fiamma fino a 
quando lo striscio sia fissato. 

Colorazione blu Nilo 

1) Coprire lo striscio fissato con una soluzione acql)osa all'l % di blu Nilo A. Mantenere in incubazione per 10 minutia 
55°c. 

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

3) Coprire lo stri~cio con una soluzione di acido acetico all'8 %. Mantenere in incubazione per 1 minuto a temperatura di 
laboratorio. ' 

4) Lavare sono un getto leggero di acqua corrente. Asciugarc tamponando con carta bibula. 

5) Riumidificare 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 1 000 
ingrandi';Tlenti. 

Osservare se visiJ- una fl4orescenza arancio vivo dei granuli PHB. Osservare anche a luce normal!II per accertare che i 
granuli siano iritracellulari e c_he h morfologia della cellula sia ti pica di Ralstonia solanacearum. 
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3. 

3.1. 

3.2. 

3.3. 

3.4. 

3.5. 

4. 

4.1. 
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C_olorazione nero Sudan 

1} Coprire lo striscio fissato con una .soluzione allo 0,3 % di nero Sudan B in 70 % . di etanolo. ·Manteriere in incubazione 
per 10 niinuti a _temperlltura ambiente. · · · 

2) Far sgocciolare la sciluzione 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._ 

Attenzione: Lo xilolo e un p~odotto no_civo. Opera re in ambienre provvisco· di cappa a tiraggio forzato. -

4) Coprire lo striscio con una soluzione acquosa di safranina ailo 0,5 % (p/v) e lasciare per 10 secondi a temperatura 
ambiente. 

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

5) Lavare Sotto un getto leggero di acqua correnrc. Asciugare tamponando con carra bibula. Applicate un verrino 
coprioggerro. 

6) E~aminare lo striscio colorato con un microscopio ortico a luce trasmessa con olio da immersione a 1 000 
ingrandimenti. 

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

Alrri saggi 

Altri saggi appropriati per la selezione preliminare sono la colorazione IF (sezione Jll.2), ii saggio Elisa (sezione 111.3) e ii 
saggio PCR (sezione III.4). 

Procedimento di isolamento 

Rimuovere l'essudato o le parti di tessuto cromaticamente alterate dall'anello vascolare de! tubero di patata e dai fasci 
vascolari dello stelo delle piante di patata o di pomodoro. Sospenderlo in una piccola quantita di acqua distillata sterile o 
in tampone fosfato a 50 mM. Lasciare riposare per 5-10 minuti. 

Della sospensione preparare almeno due diluizioni,-decimali, 1/10 e 1/100, od altre se opportu_ne. 

Trasferire un volume standard della sospensione su un substrato nurritivo generale (NA, YPGA, SPA, appendice I) e/o sul 
substrato di Kelman al tetrazolio (appendice 1) e/o sul substrato selettivo SMSA. (append1ce 7) e inseminare le piastre con 
tecnica appropriata o con un'ansa, arroventandola tra un inseminamento e l'altro. Se .viene usato SMSA, preparare a parte 
una serie.di piastre con una cbltura diluita in sospensione di cellule di Ralstonia solanacearum di ceppo virulento biovar 2, 
razza 3, come controllo positivo. 

Manrenere le piastre in incubazione per 3 giorni a 28 °C. L'incubazione puo essere prolungata fino a 6 giorni se la crescita 
e lenta, ma le colonie su piastre di SMSA spesso divengono atipiche e· muoiono. 

Sul terreno nutritivo generale gli isolati virulenri di Ralstonia ;olanacearum sviluppano colonic 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 colo,r rosso sangue al cenrro. Le forme avirulente di Ralstm;iia solanacearum divengono butirrose 
di color rosso scuro. 

Sul substrato SMSA gli foolati virulenti di Rabtonia solannceo.rum oviluppano colonic bia.nco latte, piattc., iu:c;c,ol~u.i c fluiJc 
con cenrri color rosso sangue. 

Le forme non virulenre di Ralstonia solanacearum sviluppano colonic meno fluide che sono completamente di colore tra ii 
rosa e ii rosso. 

Purificare le colonie con morfologia caratteristica.' mediante subcoltura su un terreno nutrivivo generate. Evita re· di fare 
subcolture ripeture che possono portare a perdira di virulenza. 

Saggi di conferma[ . 

I denti(icazione di Ralstonia solanacearum 

ldenrificare le colcure pure di Ralstonia solanacearum _con almeno uno dei seguenti'proced1menti: 

Saggi nutrizionali ed em,imatici 

Nota:includere appropriati c,;ppi di <:ontrollo in ogni saggio che si effettua. 
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Sono univepialrµe,~~~ pr~nti .0 ,assenti le seguenti prqprieta fenotipiche d,e!la iulstonja.··so1anacearum: 

Pigmeni:o fluores~ent~; 
I~~lusfoni PHB 
Pro~a 0/F 
·catalasi. -
Ossidasi di Kovacs 
Riduzione dei nitrati 

Utilizzazione del ci.trato 

Crescita a 40°C 

Crescita in NaCl dell'l % 

Crescita in NaCl de! 2 % 

Arginina deidrolasi 

Liquefazione della gelatina 

Idrolisi dell'amido 

Idrolisi dell'esculina 

Produzione di levano 

+ 

+ 

+ 

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

Colorazione IF 

Serie generale - n. 102 

Preparare una sospensione di concentrazione. a 106 cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di controllo 
positivo. Preparare una serie di _diluizioni 1:2 dell'antisiero. Applicare ii procedimento IF {sezione Ill, paragrafo 2). II titolo 
IF della coltura · in esame deve essere equivalente a quella de! conrrollo positivo. 

Saggio Elisa 

Preparare ima sospensione di concentrazione superiore a 106 cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di 
controllo positivo. Applicare ii procedimenro Elisa (sezione lll, paragrafo 3). II valore Elisa delfa coltura in esame deve 
essere equivalente a quello de! conrrollo positive. 

Saggio PCR 

Preparare una sospensione di' 106 cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di controllo positivo. Applic:ire Ia 
PCR {sezione III, paragrafo 4). II prodotto PCR della coltura in esame deve avere le stesse dimensioni e profilo enzimatico 
di restrizione (REA} de! controllo positivo. 

Ibridazione fluorescente in situ (FISH) 

Preparare una sospensione di 106 cellule per ml dalla coltura in esame_ e da un ceppo di controllo positivo. Applicare ii 
procedimemo FISH (Van Beuningen et al., 1995) con ii primer OLI·l PC_R (Seal et al., 1993). La coltura in esame deve 
manifestare la st7ssa reazione de! conrrollo positivo. 

Profilo delle proteine 

Le proreine cellulari totali denaturate vengono separate medianre elettroforesi in gel di poliacrilamide - PAGE (Stead, 
1992a}. 

Profilo degli acidi grassi (FAP) 

Far crescere la coltura in esame e un ceppo di coqtrollo positivo per 48 ore a 28 °C su TSA e applicare ii procedimento 
FAP {Janse, 1991\)Stead, 1992a; Stead, 19926). II profilo della colnira in esame deve essere identico a quello del controllo 
positivo. In base·*lle condizioni specificate, gli acidi grassi caratteristici sono: 14:0 30H, 16:0_ 2OH, 16:1 20H e 18:1 
2OH. 

Caratteriuazione de/ ceppo 

Li caratterizzazione d&l ceppo· e opzio~ale, ma si raccomanda per ogni nuovo caso usando almen.o uno dei seguenti 
schemi: 
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Determinazione delle biovar 

Ralstonia solanacearum e suddiviso in biovar in base alla capacita di produrre acidita da _tre alcoii esosi e tre zuccheri 
(tfayward, 1964 & 1994). 

Biovar 

I 2 3 

Utilizzo di: 

- maltosio - + + 

- lattosio - + + 

- cellobioso - + + 

- mannitolo - - + 

sorbitolo + 

dulcitolo - + 

Ulreriori saggi differenziano la biovar 2 in suufrnu,ipi (l-IaywatJ, 1994): 

utilizzo di trealosio 

utilizzo di inositolo 

utilizzo di D-ribosio 

attivita pectolitica 

Determinazione della razza 

Biovar 2 

+ 

bassa 

4 5 

- + 

- + 

- + 

+ + 

+ 

+ -

Biovar 2-A Biovar 2-T 

+ + 

bassa alra 

La razza (Buddenhagen et ~I., 1962) viene determinata con prova di patogenicita su piante di pomodoro o melanzana e su 
piante di tabacco econ la reazione di ipersensibilita (HR) nelle foglie di tabacco (Lozano e Sequeira, 1970): 

Razza(') 

1 2 3 
' 

Reazione in: 

- piante di pomodoro melanzana a vv1zz1mento nessuna reaz1one avvizz1mento 

- piante di tabacco avvizzimento nessuna reazione nessuna reazione 

- foglie di tabacco necrosi HR (12-24 ore) clorosi 
(48 ore) e (2-8 giorni) 

avvizzimento (7-8 gg) 

( :1-) Non sono incl use la razza 4 (patogena su zenzero e su pochi altri ospiti) .e la razza 5 (patogena solo su gelso). 

La caratterizzazione della razza in base ai saggi di patogenicita o di ipersensibilita su tabacco puo non essere molro 
affidabile ed allora puo essere dedotra dalla biovar e dall'ospite oaturale di origine·. 

La· colrura in esame puo essere ulteriormenre caratterizzata mediante le seguenti tecniche. 

Irnpronte genorniche 

La differenziazione molecolare dei ceppi nel cornplesso di Ralsronia solanacearum pub essere effettuara med1ante: 

analisi RFU (Cook et al., 1989). 

- PCR su sequenze ripetute _[REP-, ERIC- & BOX-PCR (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995)]. 

Prova di patogenicita 

Questa prova -i: intesa per confermare la diagnosi di Ralsronia solanacearum e per valutare la -virulenza dell_e colrure 
identificate coml' Ralstonia solanacearum. 

Preparare un ih~culo di 106 cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di controllo positivo. Inoculare 5-10 pi.1:1te 
di pomodoro· o melanzana preferibilmente allo stadio fogliare 3 (sezione III, paragrafo 6). Mantenere in incubazione per 
un massimo di due settimane a temperatura tra 22 °Ce 28 °Ced a!ta umidita relativa e innaffiare giornalmente. Tenere in 
osservazione per sintomi di collasso e/o epinastia, clorosi e nanismo. 

Effettu.:are is.olamenti daHe pi:1nte sintomatiche come segue: 

- asp~rtare una sezione d~ tessuti ~i fusto, 2 cm sopra ii punto di inoculazione, 

ridurla a pezzetti, sosrendere ii tutto i_n u~ piccolo volume d_i acqua distil!ata o di tam pone fos~to 50 mM, inseminare 
in piastra, incubare e ,ontrollare se s1 sviluppano colome d1 Ralstoma solanacearum. 
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SEZIONE III 

RILEVAMENTO E IDENTIFICAZIONE DI RALSTONIA SOLANACEARUM IN CAMPION[ DI ,-:unERI DI PATATA 

Nota: II campione. standard C di 200 tuberi. Tuttavia il proce<lim<::utu _puU c::,:,crc convcuienu:mcnre applicato anche a campioni avcnti 
meno di 200 tuberi. · 

1. 

l. l. 

1.2. 

1.3. 

1.4. 

Preparazione de! campione per_ i saggi 

N.B.: II sedimenro di centrifuga di estratto di patata ottcnuto in guesto' procedimento pui, csscre usato anchc per ii 
rilevarnenro di Clavibacter rnichiganensis subsp. sepedonicus. 

Procedere alle seguenri opzioni prima del saggio, se ritenuto utile. 

i) M~ntf'nPrP ii:1 inrnh:l7i(\nf' ii r::1;mpionf' ;} 2S-10 °C per un massimo di 2 scttim:111(' j'll'r hvorirc Lo moltiplicaz.i,n11u Ji 
basse popolazioni di Ralstonia solanacearum; 

ii) lavare i tuberi in acqua corrente con disinfettanti e detergenri appropriati. Far asciugarc i tuheri all'aria. 

Rimuovere la buccia con un bisturi o con un coltello per orrnggi intorno all'ombelico dcl tuhdo in modo da rcnJcre 
visibili i tessuti vascolari. Asportare accurata1nente un ptccol~ cono (3-) mm di diamctro) di tessuto \·a-,u,hrc 
dall'ombelico di ciascun tubero. Ridurre al minimo la quantita d1 tessuto non vascolare. Toglicrc ii cono ombelicak Ja 
ciascun tubero del campione. 

N.B.: L'esame viviso <lei tuberi (sezione II, para_grafo 1) puo essere effettuato durante qucsta fose. Mettcrc dci pane 
1 

tuberi con sintomi gravemente marcescent1 e saggiarl1 1nd1v1dualmentc (scz1onc II). 

Raccogliere i coni ombelicali in un contenitore chiuso. I coni ombelicali dovrebbcro prdcrihilmente essere tra1tat1 
irnrnediatamente. Se cio non fosse possibile, conservarli per non piu di 24 ore o, a 4 °C, non oltrc 72 ore. 

Trattare i coni oinbelicali in uno dei ·seguenti modi: 

i) Trasferire i coni ombelicali in un contenitore idoneo. 

Aggiungere un volume sufficiente di tampone di maceraz.ione (appendice 2) per coprirc i coni. 

Sminuzzare i coni in un waring Blender o cuu Ulua Tl1u11dx fiuu a complcta ornogcneizzazionc. Evitarc 
un'omogen"eizzazione eccessiva. 

Lasciar riposare ii macerato per 15-30 minuti. 

ii) Trasferire i coni ombelicali in un contenitore idoneo. 

Aggiungere un volume sufficiente di tampone di macerazione per coprirc i coni. 

Porre ii contenitore in un agitatore rotativo. 

Mantenere in incubazione a 50-100 giri/m per 4 ore a 20-22 °C Q per 16-24 ore a 4 °C:. 

iii) Trasferire i coni ombelicali in un robusto sacchetto monouso (per esempio sacchctti da 'itomacher di dirncn-,ir,rn 
105 mm x 150 mm, sterile per irradiazione). 

Schiacciare accuratamente i" coni ornbelicali con uno strumento appropriato, per cscmpio un martello, fin,, al 
raggiungimento della coinpleta omogeneizzazione. 

Aggiungere un volume sufficiente di tampone di macerazione sino a coprirc i coni schielcciati. 

Lasciar riposare ii rnacerato per 15-30 minuti. 

Estrarre i batteri dal rnacerato <lei coni ombelicali in uno dei seguenti modi. 

i) Far decantare lentamente ii macerato in una provetta da centrifuga lasciando i frammcnri nel contenitorc ,, ncl 
sacchetto. Se ii rnacerato decanrato e molto tor~ido, cenmfugare a non oltre 180 x g per 10 minuri a una rernpcraturo 
inferiore a 10 °C. 

Cent6fugare 'ii macerato decantato o ii sopranatante della prima fase di centrifugazionc a 7 (J()() x e per 1 s minuti ,, 
0 

10 000 x g per 10 minutia una temperarura ,inferiore ai I0°C. 
i\' ' 

Scartare ii se;pranatante senza far muovere ii sedimento. 

ii) Filtrare ii ma'.cerato con un sistema di filtraggio avcnte pori di dimensioni di 40-100 µm. 

Accelare ii filtraggio utilizzando una pompa a vuoto. 

Raccogliere ii filtrato in una provetta da centrifuga. 

Lavare ii filtro-con ii_ tarn'pone di macerazione. 

Cent.rifug.:ire il .filtr::1to a •7 o·oo X 'g per 15 minuti O a 10 000 X g per 10 mlnuti :'.l unu t<::m:Pcr~i.ttua infc1i1J1t; ai 
1o•c. 
Scartare ii sopranatante senza f;r r;iuovere ii sedimenro. 
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Risospendere ii sedim•ento in 1 ml di tampone per_ ii sedimento da centrifuga (appendice 2). 

Dividere in due parti uguali e trasf~rire·ciascuna parce in una niicroprovetta. 

Serie generale - n. 102 

Utilizzare una microprovetta per la- prova. Conser_vare :Ia parte di estratto non usata a 4 •c durance ii saggio. 

Aggiuhgere 10-25 % (v/v) di glicerolo sterile aU'altra microprovetta. Mescolare nel vortex. Conservare a -18 •c (per 
settimane) o a - 70 •c (per mesi). 

Colorazione di immunofluorescenza (IF) 

Usare un antisiero per Ralstonia solanaccarum, preferibilmente di biovar 2 razza 3. Deterrninare ii titolo di una 
sospensione di 106 cellule per ml da un ceppo omologo di Ralstonia solanacearum con un'appropriata diluizione del 
coniugato di isotiocianato di fluoresceina (FITC), secondo le istruzioni de! produttore. L'antisiero grezzo dovrebbe averc 
un ricolo IF almerio 1 :2 000. 

Utilizzare vetrini multi'pli per microscopio preferibilmente con 10 pozzetti di almeno 6 mm di diamerro. 

Includere un controllo de! coniugato FJTC e un controllo de! tampone fosfato isotonico (PBS) su ciascun vetrino de! 
saggio. II saggio dovrebbe essere ripetuto con ii controllo l'I.\S incluso se v1ene notata qualche c.ellula positiva nel conrrollo 
FITC. 

Preparare vetrini separati di controllo positivo con una sospensione di 106 cellule per ml da un ceppo di appropriata razza 
biovar di Ralstonia solanacearum. Usare un vetrino in ciascuna serie di prove. 

Preparare i vetrini di saggio ~on uno dei seguenti procedimcnri. 

i) Per sedime~to con relativamente poco amido: 

Trasferire con una pipetta un volume standard misurato (15 µ,l e adeguato per un pozzetto di 6 mm di diametro -
aumentare ii volume per pozzetti piii grandi) del sedimento risospeso su una fila di pozzetti. L'altra fila puo essere 
usata come dt'iplicato o per un secondo campione, come illusrrato nella figura 1. 

ii) Per altri ·sedimemi: 

Preparare diluizioni decimali (1:10, 1:100 e 1:1 00Q) del sedimento risospeso nel tarnpone per sedimento. Trasferire 
con una pipetta un volume standard misurato (15 µ,I e adeguato per un pozzetto di 6 mm di diametro - aumemare il 
volume per pozzetti.piu grandi) di sedimento risospeso su una fila di pozzetti, L'altra fila puo essere urilizzata come 
duplicato o per un secondo campione, come illustrato nella. figura 2. 

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

Procedimento IF 

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

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

1/4 (T/4), 1/2 (T/2), pari al tit~lo e il doppio del rirolo (2T). 

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

Preparare la diluizione di lavoro (WD) dell'anrisiero nel tampone IF. La diluizione WD e la diluizione dell':rnrisiero con 
specificita ottimale ed e abitualmente pari alla meta del rirolo. 

Campione 1 

Duplicato d~I 
campione 1 o 
campione 2 

Figura 1 

Preparazione del ve.frino di saggio secondo i paragrafi 2.1 i) e 2.3 i) 

Una diluizione S\endard del sedi~ento di centrifuga risospeso 

T = Tito/a 

FITC T/4 T/2 T 2T ⇒ Diluizioni 1/2 
dcll'anrisiero . , •2 .3 .4 • 5 

•. 6 .7 es .9 810 
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Figura 2 

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

FITC Diluizione standard dell'antisieio 

Puro Puro Ir-
1/10 

Campione 1 •1 •2 .3 
Duplicato de! 
campione 1 o .6 .7 es campione 2 

Di~porre ·i vetrini su carta bibula umida. 

, moo 

.4 

.9 

1/1 000 

• 5 

⇒ Diluizionc decimalc dcl 
sc<limcnto risospcso 

Coprire i pozzetti di saggio con la (le} diluizione (i} di antisiero. Mettere PBS sui pozctti FlTC. II volume di antisicro messo 
sui pozzctti dcvc csscrc cquivalcntc al volume di estro.tto. 

Mantenere in incubazione sotto copertura per 30 minuti a temperatura an1bient.e. 

Scuotere via le goccioline di antisiero dal vetrino .e sciacquare accuratamente con tarnp6ne IF. Lava re per 5 ininuti con 
tampone IF Tween e poi per 5 minuti nel tampone IF (appendice 3). 

Eliminare accuratamente l'umidita in eccesso con carra bibula e lasciar asciugare i pozzetti. 

Disporre i vetrini su carta bibula umida. 

Coprire i pozzetti di saggio e ii· pozzetto FITC con la diluizione di coniugato di FITC utilizzato per determinare la 
concentrazione. II volume di coniugato messo sui pozzetti deve esse,e identico al volume dell'antisicro. 

Mantenere in incubazione sotto copertura per 30 minuti a temperatura ambiente. 

Scuotere vi~ le goccioline di coniug::.to (Lt! vitrinn <;ri::irrp1:HP P hv::irr rorne in prf'rt•rl,..,n~ (p:.1r:1grafo 2.J.3). 

Rimuovere accuratarnente l'umidita in ec~esso. 

Trasferire con Lina pipetta 5-10 µ.I di tampone fosfato 0,1 M aggiunro di glicerina o simile liquido di mom:1ggio su ciascun 
pozzetto e applicare un vetrino coprioggetti (appendice 3). • 

Lettura della colorazione IF. 

Esaminare i vetri_pi con ·un ·microscopio a epifluorescenza dotato di filtri idonei all'eccitazionc de! FITC, in olio di 
immersione, a 500-1000 ingrandimenti. Esaminare attentamente i pozzetti lungo due diametri ad angolo reno e Jungo ii 
perimetro. 

Esaminare anzitutto il vetrino de! conrrollo positivo. Le cell11le devono avere fluorescenza brillantc cd essere colorate 
interamente. 
Nota: ii saggio deve esser_e ripetuto se la c,olorazione e abberrante. 

Passare ora ad osservare i vetrini di saggio. Verificare prima l'assenza di cellule fluorescenti nei pozzmi di controllo PBS e 
FITC.- Cellule flucirescenti nel controllo FITC indicano un legame non specifico del coniugato a amofluorcsccnza 0 
contaminazione. 
Nata: in questo caso ripetere i_l saggio. 

Verificare la presenza di cellule fluorescenti b'rillanti .con morfologia caratte_ristica di Ralstonia solanaccarum nei pozzctti di 
saggio. L'intensita delta fluorescenza deve essere equivalence al ceppo d1 conrrollo positivo con la stcssa 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 inrerpretazil!)ne del risultato della colorazione IF}. ' 

lnterpretazione-del risultato 'Jeila colorazione IF 

i} ~er cias_cu~,c~mpione in cui non vengono trc;urate cellule fluorescenti brillanti con morfologia caratteristica ii saggio IF 
e negativo.:, 

ii) Per ciascun' campione in cui vengono trovate cellule fluorescenti brillanti' con morfologia caratteristica, detcrminare ii 
numero medio di cellule per campo ottico e calcolare ii numero di cellule (N} per ml di sedimento ccmrifuga risospeso 
(appendice"4}. , 

Una popolazione approssimativamente di 103 cellule per millilitro di «pellet• in sospensione dcvc eS<ere ,on,;derato 
quale limite per la diagROsi secondo ii metodo dell'immunoflorescenza: 

- per i campioni con N > 10\ 'ii saggio IF e positivo, 

per i campioni co~:N < 1_93
, il saggio IF puo essere considerato positivo. 
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iii) Se si tr~va: un el;ato numero ~i cellule (> 105
. cellule/ml) ·aventi fluorescenza incompleta .Q gebole ad una diluizione 

di antisiero pari- al titoio; si deve fare un secondo saggio basato:. · · 

- su un diffe~ente pri~cipio biologko 

- o ripetere la colorazione IF con un altro amisiero o · una diluizlon,e decimale del sedimento. 

Saggio immunoenzimatico (Elisa) 

(Secondo Robinson Smith e·t al., 1995) 

Usare un antisiero per Ralstonia solanacearum, preferibilmente di razza 3 biovar 2. Determinare ii titolo su una 
sospensione di 106 cellule per ml dal ceppo ornologo di Ralstonia solanacearurn. 

E con3i1:,linto Puso di piastre da microtitolnzione NU.NC Polycorp. 

Includere un controllo negative: di estratto di patata e un conrrollo con tampone fosfato isotonico (PBS). 

Usare una sospensione. di concentrazione superiore a 106 cellule per ml di una razza biovar appropriata di Ralstonia 
solanacearum come comrollo positivo. Eseguire la prova come per ii (i) qmpione(i), ma tenendo una netta separazione dei 
campioni sulla piastra da microtitolazione. •· 

Trasferire con una pipetta 100-200 µ,I 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 µ,I. Mantenere in 
incubazione per 1 ora a 37 °C o per una none a 4 °C. 

Dare dei colpetti per espellere gli estraui 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 pm;zetti 100 µ,l di diluizione di antisiero. 

Mantenere in iricubazione per 1 ora a 37 •c. 

Dare dei colpetti ·per esVillere l'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 ,ul di 
diluizione di coniugato ai pozzetti. 

Mantenere· in incubaziorie per 1 ora a 37 °C. 

3.8. Dare dei colpetti per espellere ii coniugato dai pozzetti. Lavare i pozzetti come in precedenza {paragrafi 3.4 e 3.6). 

3.9. Preparare la soluzione di substrato per la fosfatasi alcalina (appendice 5). Applicare 100 µl ai pozzetti. Mantenere in 
incubazione da 30 mihuti a un'ora al buio a temperatura di laboratorio. 

3.10. Leggere l'assorbimento a 409 nm. 

4. 

4.1. 

I nterpretazione Jel saggio Elisa 

II saggio Elisa e negativo se la densita ottica (D.0.) de! campione e rninore di·2 xD.O. de! controllo negativo. 

II saggio Elisa e positivo se la densita ottica de! campione e maggiore di 2xD.O. de! controllo negativo. 

Reazione a· c;itena de! DNA polimerasi {PCR) 

(Secondo Se~) et al., 1993) ., 
N.B.: Dura..;te tutte le fasi di preparazione della PCR e le relative manipolazioni devono essere utilizzate pipette munite di 

filtro. 

Preparare un·a sospensione di 106 cellule per ml da un ceppo di razza 3, biovar 2 di Ralstonia solanacearum come 
controllo positivo. Eseguire ii saggio nello stesso modo de! {dei) campione (i). 

Trasferire con una pipett'\ 100 µ,I del sedimento risospeso in una micro provetta. 

In alternativa, •.traferire 99 µ,I de! sedimento risospeso in una microprovetta contenente 10 µ,l di ~a OH 0,5 M. Mescolare 
invertendo ripetutamente Ia mictoprovetta. 
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4.2. Scaldare per 4 minuti a 100 •c. Trasferire Ja microprovetta immediatamente in ghiaccio. 
'• 

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

4.4. Preparare la miscela di reazione PCR (appe~dice 6) in una provettina sterile aggiungendo i-seguenti componenti nell'ordine 

4.5. 

4.5.1. 

4.5.2. 

4.5.3. 

4.6, 

4.6.1. 

indicaco.· · 

Per un volume di reazione di 50 µI 

Componente 

Acqua distillata sterile 
o UP\,· 

10 x ta:;ipone PCR 

d-ATP 

d-CTP 

d-GTP 

d-TTP 

Primer OLl-1 (20 µM) 

Prime, Y-2 (20 µM) 

Tag Polimerasi (SU/µ!) 

Volume totale 

Per pi,i reazioni 

Quantita 

30,8 µ1-33,8 µI 

5,0 µI 

1,0 µI 

1,0 µI 

1,0 µI 

1,0 µI 

2,5 µI 

2,5 µI 

0,2 µI 

45 µl-48 µI 

Concentrazione 
finale 

lx 

0,2 mM 

0,2 mM 

0,2 mM 

0,2 mM 

lµM 

1 µM 

1,0 U 

Calcolare la quantita di ciascum componente per ii numero voluto di reazioni. 

Misceiare i componenti e trasferire 45-48 µI della miscela in provettine da PCR sterili. 

Tenere le provettine con la miscela di reazione PCR in ghiaccio. 

Per volumi di reazione di 25 µ/: 

ridurre conseguentemente i componenti. 

Amplificazione della PCR 

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

Aggiungere nelle provettine la miscela di reazione PCR e nell'ordine specificato, 2-5 µ.I 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. 

Eseguire ii seguente programma: 

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

50 cicli di: 
ii) 20 secondi a 94 °C: denamrazione 

iii) 20 secondi a 68 °C: appaiamento dei primer 
iv) 30 sccondi a 72 °C allungamcnto dclla copia 

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

1 ciclo di: 
vi) 111a11tenere a 4 ~C 

N.B.: Questi st\no i parametri di un apparecchio Perkin Elmer 9600. Altre macchine per cicli termici possono richiedere 
una copertura di olio nelle provettine di reazione PCR e/o modifiche della durata delle fasi ii), iii) .e iv) nel profilo di 
amplific~zfone. . ,~ . 

Togliere le profettine dalla macchina per cicli termici. Analizzar<o ii 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 piu a lungo. 

Analisi del prodotto della PCR 

I frammenti prodotti dalla '!'CK vengono evidenziati mediante elettroforesi in gel di agarosio e ~olorazione con etidio 
bromuro. 

Preparare un get appropria,io di agarosio portando lentamente a ebollizione l'agarose in tam pone ~letttoforesi triacetato 
(TAE). 
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Raffredd:ire l'agarosio fu;o a 50-60 •c, versarlo nello stampo dell'unita · di elettr~foresi e inserire ii pettine. 
solidificnre. . Lasciarc 

Togliere ii pettine. Immergere ii gel 'in TAE in modo che sia appena coperto (2-3 mm) con ii tampone . 

. · Metterc gocciolin~ .da 3 µ.I di tampone di, caricamento su parafilm. Aggiungere 12 µ.I del prodotto de Ila PCR di ciascun 
ca":'pione, del pr?dotto _ positivo e del controBo_ ac~ua e mescolare aspirand? _piano con la puma de Ila pipetta prim a di 
cancare. I volumt stab1lm possono essere mod1f1can per adeguarst alla capac1ta de, pozzettl nel gel di agarosio. 

Caricare accuratamente i pozzetti del gel. lncludere come riferimento un marcatore DNA appropriato in almeno un 
pozzetto. -

Collegare i fili all'alimentatore di corrente e alla cella per l'elettroforesi. Attivare ii gel a 5-8 V/cm fino a quando ii frorn,· 
dell'indi,·,nore del!a corrente superficiale si trovi a meno di 1 cm dalla fine del gel. · 

~pegnere l'alimentato_re. Scollegare i fili dalla cella per l'elettrotorest. K1muovere accuratarneme ii gel. Immcrgerlo in un., 
soluzione di etidio bromuro per 30-45 minuti. 

N.B.: llsare guanti usa e getta ogni volta che si manipola l'etidio bromuro poiche si tratta di un porente muragcno. 

Decolnr:1rr" in ~rri11:::l rti .. rlll:::tt~ pPr 10-1) minuti. 

Visualin.are ii (i) frammento (i) amplificato (i) di DNA con transilluminazione UV. II prodotto PCR di Rc1l,rnni., 
solan,11:,·arum con primer OLl-1 e Y-2 ha una lunghezza di 288 bp. Confrontare con ii marcatore DNA e co 11 il comrollo 
positivo. 

N.B.: 11 controllo acqua deve essere comunque negatiYo. Se positivo, ripetere la prova. 

Fotografare il gel se e richiesta una documentazione permanente. 

Confrrm,ire l'autenticita del frammento amplificato con l'analisi di restrizione· enzimarica (REA). 

Analisi di restrizione enzimatica (REA). 

Trasfrrire 8,5 µ.! di prodotto della PCR (paragrafo 4.5.3) in una nuova microprovetta. Aggiungere 1 µI di JOx ta111po11l' 
enzimati,o e 0,5 µ.l di enzima di restrizione Avail. 

Miscebre aspirando piano nella cima della pipetta. Se rimangono gocce sulle p;areti della fiala, far ruotare a impulsi in 1111a 
microc,·nrrifuga. Mantenere in incubazione per 1 ora a 37 °C. 

Analizze1re ii frammento della PCR digerito con elettroforesi in gel di agarosio come in precedenza (paragrafo 4.6). 

fotcrprn.1zione de/ risu/raro del/a prova I'CR 

La proY,\ PCR e negativa se non si evidenzia la presenza del caratteristico frammento di 288 bp, mentre ii fram111e11to ,· 
rilev,nc> per ii ceppo di controllo positivo di Ralstonia solanacearum. 

L1 proY.\ PCR e positiva se si evidenzia ii frammento di 288 bp e l'analisi REA di questo frammenco da risultati idcntic·i .; 
quello prodotto dal ceppo di controllo positivo di Ralstonia solanacearum. 

Isolamcnto selettivo in piastra 

(Se,ond,, Elphinstotie et al., 1~%) 

Ese~uir,· la prova con una recnica appropriata di diluizione in piastra, per esempio come segue: 

il Pr,T,lrate almeno due diluizioni decirnali, per esempio 1:10 e 1:100, del sedimento risospeso nel u111po11e· ,t., 
s,·,ti,nento. J rasfenre con una pipetta un volume standard misu.rato (500 100 µ.I) del sed1mento risospeso e ,·i.i,cui:., 
diluiiione su substrato selettivo $;'v!SA modificato (appendice 7) e distribuirlo con un bastoncino di vetro sull'i111,·r., 
,11pnficie del substrato. 

Sc· ritenuto utile, inseminare ii sedimento nsi;,speso con ansa ·da 10 µ.l in aree successive. Arroventare alla fi,11 1111 1.1 

t·~\lh'.l tra unn insemin:izipne e !'::dtr~. 

ii) Tr,i,ierire un volume standard misurato (50-100 µ.I) de! sedimento risospeso sul substrato selettivo SMSA moJificuo c· 
in,cminarlo c9n un bastoncino di vetro sull'i11tera superficie de! mezzo. Far scorrere ii bastoncino senza esporlo alb 
fi.1111ma su a:lmeno altre 2 piastre di SMSA modificato. 

ln,emi,ure, con la stessa tecnica di diluizione in piastra, una sospensione di 106 cellule per ml di un ceppo razza 3, bim·,ir 
?. di R.1lstonia solanacearum come controllo positivo su una serie di altre piastre di SMSA modificato. 

Tenert· in incubazione le piastre a 28 °C. Cominciare a leggere le piastre dopo 3 giorni. Se ii risultato e negarivo, 
mantt'nc·re ancora in incubazione fino a un massimo di 6 giorni. Gli isolati virulenti di Ralstonia solanacearum sviluppano 
colonit' Ji color bianco-latte,:l:>iatte, irregolari e fluide con centri distinti di colore rosso sangue cite mostrano delle strianm: 
inteme e dei vorticiy 

Purifi,·are le colonic a morfologia car~tteristica con subcoltura su un mezzo nutritivo generale (a,ppendice I). 

- 44 -



4-5-2000 

S.S. ~. 

6. 

6.1. 

6.2. 

6.3. 

6.4. 

6.5. 

6.6. 

7: 

7.1. 

7.2. 

7.3. 

8. 

GAZZETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA Serie generale - n. 102 

Jdentificare I~ colture pure (sezione II, paragrafo 4.1) e conf.ermare che le colture siano· di Ralstoni; solana~earum con una 
prova di patogenicita (sezione JI, paragrafo 4.3). 

lnterpretazio11e de/ risultato dell'isolamento seletti110 in piastra 

L'isolamento selenivo in piastra e negativo ·se non si trovano colonic dopo sei giorni o se non si trm,-ano colon.ie 
caratteristiche di Ralstonia solanacearum, purche non si sospetti inibizione da parte di colonic di altri batteri e che nel 
contro1lo positivo trovino le caratteristiche colonic di Ralstonia solanacearum. · 

L'isolamento in piastra e positivo se si trovano colonic caratteristiche di Ralstonia solanacearum. 

Saggio biologico 

Usare 10 pianre, di saggio (piantine suscettibili di pomodoro o di melanzana) ciascuna allo stadio di tre foglie vere. Non 
innaffiare le piante nelle 24 ore precedenti l'inoculazione. 

Distribuire 100 µI di sedimento risospeso tra le piante. lnoculare ii fusto tra i cotiledoni e in qno o due altri punri. 

Inoculare, con la stessa tecnica, 10 piantine con una sospensione di 106 cellule per ml di un ceppo di Ralsronia 
solanacearu_m di razza 3, biovar 2 come controllo negativo. Separare le piante de! controllo positivo dalle altre per evitare 
contam1naz10ne. 

Far crescere le piantine a una temperatura di 22 °Ce 28 °C per quattro settimane ad alta umidita relativa con innaffiature 
giornaliere. Vedere se si sviluppano sintomi di collasso, epinastia, clorosi e/o rallentamento della crescita. 

Fare isolamenri daHe piante infettate (sezione II). Identificare le colture pure con morfologia caratteristica (sezione II, 
paragrafo 4.1) e confermare le colture positive con uha prova di patogenicita (sezione 11, paragrafo 4.3). 

Se si ritiene utile, verificare l'assenza di infezione nei lotti di piante asintomatiche. usare per ·la prova. Rim11ovPrP rb 
ciascuna pianta una sez,one ct, 1 cm ct, lusto a 'l. cm al di sopra del punto di inoculazione. Omogeneizzare i tessuti in un 
tampone di macel;azione. Effettuare l'isolarnento per diluizione in piastra paragrafo 5.1). Se positiva, identificare Je colture 
con morfologia caratteristica (sezione II, paragrafo 4.1) e confermare le colture di Ralstonia solar\acearurn con una prova 
di patogenicita (sezione II, paragrafo 4.3). · 

Interpretaz,one def risu/tato de/ saggio biologico 

II saggio biolo1;ico e negati_vo se le piante inoculate non risultano infettate da Ralstonia solanacearum. 

II saggio biologico e positivo se le piante inoculate risultano infettate da Ralstonia solanacearum. 

Prove di arricchimento 

(]. G. Elphinstone et al., 1996) 

Trasforire 100 µI del sedimento di cemrifuga risospeso in 3 ml del brodo SMSA modificato (appendice 7). 

Mantenere in incubazione per 48 ore e, comul'.Ique, non oltre 72 ore a 28 "C con ii tappo della provetta non chiuso 
pc,kuamcme per consencire J'aerazione. · 

Chiudere bene ii tap po e mescolare nel vortex. Prendere frazioni del liquido per la. colorazione IF (la presente sezione, 
paragrafo 2), ii saggio Elisa (la presente sezione,;paragrafo 3), e/o per la PCR (la presente sezione, paragrafo 4). 

Prova di patogenicita 

Si faccia riferin;iento a sezione II, paragrafo 4.3. 
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' Appendi~e 1 

Substrati nutritivi per l'isolamento e la coltura di Ralst_onia solanacearum 

Agar nutritivo (NA) 

Agar nutritivo (Difeo) 

Acqua distillata 

23 g 

1 litro 

Preparare .volumi da mezzo litro de! terreno in matracci da 1 litro. 

Discio_gliere gli ingredienti. 

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti. 

l'ortare a c>U"L. Versare nelle piastre. 

Lievito peptone glucosio agar (YPGA) 

Estratto di lievito (Difeo) 

Bacto peptone (Difeo) 

D(+) glucosio (monoidrato) 

Bacto Agar (Difeo) 

Acqua discillata 

5 g 

5 g 

10 g 

15 g 

1 litro 

Preparare volumi da mezzo litro de] terreno in matracci da 1 litro. 

Disciog!iere gli ingre8ienti. 

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti. 

Portare a 50°C. Versare nelle piastre. 

Saccarosio-peptone-agar (SPA) 

Saccarosio 

Peptone 

K2HPO4 

MgSO47H2O 

Bacto Agar (Difeo) 

Acqua distillata 

20 g 

5 g 

0,5 g 

0,25 g 

15 g 

1 litro 

Preparare volumi da mezzo litro 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 15 minuti. 

Po.rtare a 50 °C. Versa re nelle piastre. 

Substrata Kelman al tetrazolio 

Casaminoacidi (Difeo) 

Bactopeptone (Difeo) 

Destrosio 

Bacto Agar (Difeo) 

Acqua distill;ta 

1 g 

10 g 

5.g 

15 g 

1 litro 

Preparare vofurtli da mezzo litro del terreno in matracci da 1 litro. 

Disciogliere gli ingredienti. Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti. 

Portare a 50-°C. 

Serie generale - n. 102 

Aggiungere una soluiione acquosa di cloruro di trifeniltetrazolo (Sigma), sterilizzat:! per filtrazione, fino a 
concentrazione finale di 5.0 mg/litro. 

Versare neHe piastre. 
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Appendice 2 

Materiali per la preparazione de! campione 

Questo tampone e impiegato per la macerazione dei tessuti. 

Acqua disti!lara 

4,26 g 

2,72 g 

1 litro 

Serie generale - n. 102 

Disciogliere gli ingredienti e controllare ii pH. Disrribuire secondo opportunit8.. Sterilizzare in autoclave a 
121 °C per 15 minuti. 

Quando. si effettua la PCR diretta, e raccomandabile aggiungere ii 5 % di Polivinilpinolinone p.m. 40 000 
(PVP-40), per limitare l'effetto inibitore sull'amplificazione dovuto alla presenza delle molecole aromariche 
nell'estratto. · 

Quando 5i ddupc1d11v il rni~Lddlu1c Wd1i11t, v ii p1occdi111cnto di omogcuiLLdLiurn:: Ulua Turrax per la 
macerazione dei coni ombelicali delle patate, si raccomanda di aggiungere un deflocculante, un ar:itischiuma 
od un antiossidante. 

Lubrol in scaglie 

Antischiuma DC al silicone 

Pirofosfato rerrasodico 

0,5 g par lirro 

1,0 ml par lirro 

1,0 g par litro 

Sterilizzare separatamente in autocia:e. Aggiungere fino alla concentrazione de~ider.ata. 

Tampone per ii sedimento: tampone fosfato 10 mM, pH 7,2 

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

Na2HPO4 12H20 

NaH2PO4~H20 

Acqua distiHata 

2,7 g 

0,4 g 

1 litro 

Disciogliere gli_ingredienti e verificare ii pH. Distribuire secondo opportunita. Sterilizzare in autoclave a 

121 ·c per 1s minuti. 

Apeendice 3 

Materiali per ii saggio IF 

Tampone IF: soltl7innP fi,;:.inlogir'.l t'.lmpon:1t~ ~1 fo<;f-;1to (PBS)
1 

10 mlvi, pH 7,2 

Questa tampone viene impiegato per la diluizione degli antisieri. 

NaCl 

Acqua distillata 

2,7 g 

0,4 g 

8,0 g 

1 litro 

D{sciogliere gli ingredienti e verificare ii pH. Distribuire secondo opportunita. 

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti. 

Tampone IF - Tween 

Questa rampone viene impiegato per lavare i vetrini. Aggiungere lo 0,1 % di Tween 20 al tc1mponc IF. 

Glicerolo tamponato al fosfaro 0,1 1'!, .pH 7,6 

Ouesto tampone viene impiegato come fluido di montaggio sui pozzetti dei vetrini TF~ pPr incremenu,e b 
fluorescenza 

Na,HPO4 12H20 

NaH2PO,2H20 

Glicerolo 

Acqua distil!ata 

3,2 g 

0,15 g 

50 ml 

JOO ml 
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Appendice 4 

Determlnaziunc: <lei livdlo di contaminazionc nclla prova IF 

Superficie del pozzetto (S) del vetrino multiplo per immunofluorescenza 

1t 02 

4 

dove: D = diametro del pozzetto. 

Superficie del campo (s) dell'obiettivo 

;i: d2 

4 

dove: d = diametro de! campo. 

Calcolare d misurando direttamente o mediante le seguenti formule: 

rti2 
s = ---­

'G2 K 2 
X 4 

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

_.K coefficiente de! microscopio (1 o 1,25), 

G = ingrandimento dell'obiettivo (l00x, 40x, ecc.). 

Dalla (2) si ricava: 

Dalla (3): 

d 

1t i2 
4x~ 

rt ;-- GK 

Comeggiare ii numero di cellule IF tipiche per campo (c). 

Calcolare ii numero di cellule IF tipiche per pozzetto ( C). 

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

N = C X 1 000 X F 
y 

dove y =· volume de! precipitate sul pozzetto, 

F = fattore di diluizione de! precipitato. 
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Appendice 5 

Materiali per ii saggio Elisa 

Tampone Ji ricopertura al carbonato {pH 9,6), a doppia forza· 

6,36 g 

11,72 g 

Acqua distillata 1 litro 

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

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per-15 rninuti. 

Serie generale - n. 102 

Se l'estratto contiene una percentuale elevata di molecole aromatiche, si puo aggiungere solfito sodico come 
antiossidante, fino a copcentrazione dello 0,2 %. 

Soluzione fisiologica tamponata al fosfato (Phosphate Buffered Saline~ ·PBS) 10 x, 

pH 7,4 

NaCl 80 g 

KH2PO• 2g 

Na 2HPO4. 12H2O 29 g 

KC! 2 g 

Acqua distillata litro 

Disciogliere gli ingredienri e verificare ii pH. Suddividere in aliquote secondo convenienza. 

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti. 

Soluzione fisiologica tarnponata fosfato Tween (PBS-T) 

PBS 10 x 

Soluzione al 10% di Tween 20 

Acqua distillata 

100 ml 

5 ml 

895 ml 

Tampone bloccante {anticorpi) (da preparare al momenta dell'uso) 

PBS 10 x 10 ml 

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

Solu2ione al 10% di Tween ?O 0, S g 

Polvere di latte 0,5 g 

/tcqua distillata q.b·. a 100 ml 

Soluzione substrato fosfatasi alcalina pH 9,8 

Dietanolammina 

Acqua distillata 

97 ml 

800 ml 

Mescolare e regolare a pH 9,8 con HCI conc~trato. 

Portare a 1 gtro acqua distillata. 

Aggiungere 0,2 g di MgCl2• 

Disciogliere ·,~~e compresse di substrate 5 mg pasticche alla fosfatasi (Sigma) per ogni 15 ml di soluzione. 

- 49 -



4-5-2000 GAZZETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA 

I. 

Appendice 6 

Materiali per la prova PCR 

Sequenze <lei primer: 

primer OLI-1 

primer Y-2 

5'-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3' 

5' -CCCACTGCTGCCTCCCGT AGGAGT-3' 

Seal et al. (1993). 

Appendice 7 

Materiali per l'isolamento selettivo su piastra 

Substrato selettivo SMSA (Engelbrecht, 1994, modificato da Elphinstone et al., 1996) 

Terreno di base 

Casaminoacidi (Difeo) 

Bactopeprone (Difeo) 

Glicerolo 

Agar (Difeo) 

Acqua distillara 

1 g 

10 g 

5 ml 

15 g 

1 litro 

Preparare volumi da mezzo litro in matracci da 1 litro. 

Serie generale - n. 102 

Disciogliere gli ingredienti e verificare il pH. Se necessario, prima di sterilizzare in autoclave regolare ii pH a 
6,5. Su un tcrrcno a pl I > 7,0 Rabtonia sola~accarum non .si sviluppcrcbbc adcgudtc1u1c11lc. 

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti. 

Porta re a 50 °C. 

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

Cristalvioletto 5 mg par litro 

Polimixina B solfato 100_ mg par litro (circa 600 000 unita) Sigma P-1004 
Bacitracina ( ·) 1.:, mg par Imo (circa I 1.)U umta) Sigma B-0125 

Cloramfenicolo 5 mg par litro Sigma C-3175 

Penicillina G 0,5 mg par litro (circa 825 unita) Sigma P-3032 

Sali di tetrazolio 50 mg par litro 

Disciogliere gli ingredienti in etanolo al 70 % fino .Ile concentrazioni indicate per' ii volume di terreno 
preparato. Per disciogliere alcuni ingredienti (poljfnixina B e cloramfenicolo) e necessario riscaldare 
leggermente ed agitare. 

tlrodo :::.MSA (Elp?instone et al., 1996), ma elimipando !'agar o i sali di tetrazolio. 

Preparare come pet ii' terreno selettivo SMSA, eliminando !'agar o i sali di tetrazolio. 

Distribuire in porzioni da 3 ml, in provette a perdere « Universal» da 30 ml. 

necessario, aumentando la aonCi&ntra~zion~ deHa bacitracina fino a 300 ppm si puO ridurre la .contarninaztoni- da 
batted saprofiti senza ridurre ii recupero di, Ralsfonia sola.nacearum. 
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. ALLEGATO III 

1. Per ogni presenza sospetta per la quale le prove di screening, eseguite secondo ii rnetodo appropriato di 
cµi all'allegato II nel caso ·del m_ateriale vegetale elencato, oppure, in tutti gli altri casi, secondo un 
qualunque altro rnetodo ufficialmente approvato, abbiano dato un risultato positivo, di cui si attende la 
conferrna o la smentita attraverso l'applicazione cornpleta del rnetodo stesso, e necessario mantenerc c 
conservare in condizioni adeguate, fino al termine delle prove: 

..:._ ove poss.ibile, la partita o parte di essa (da cui e stato prelevato ii campione) nel suo imballaggio 
originale, con l'etichetta, 

- ove possibile, .la parte rimanente dei campioni, 

ogni estratto residua ed ogni ulteriore ·materiale (es.: vetrini di immunofluorescenza) preparato in 
vista delle prove di screening, 

ed inoltre:. 

- tutta la documentazione. 

2. Qualora venga confermata la presenza dell'organismo nocivo, e necessario mantenere e conservare in 
condizioni adeguate, per alrneno un mese dalla procedura di notifica di cui all'articolo 5, paragrafo 2: 

- ii materiale di cui al paragrafo 1, 

un campione de! materiale infetto di pomodoro o melanzana infetto inoculato con ii tubero o con 
l'estratto, se del caso, ed inoltre: 

- la coltura isolata dell'organisrno nocivo. 

ALLEGATO I~ 

<..;h acc~rtarnenn dt cu all'articolo 5, para~ralo 1, lettera a); punto 1), cornprendono i seguenti elernenti, se 
de! caso: · 

i) luoghi di produzione, 

dove sono o 5ono 5tdtC coltivatc patatc in cclazionc donalc con patatc risultatc infcttc dall101-gaui:::.111u 

nocivo, 

dove sono o sono stati coltivati pomodori 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 sosp~tta 
presenza dell'organismo nocivo, 

dove sono o JOno stati coltivati patate in relazione clonale con patate coltivate in luogbi di 
produzione sospetti di infestazione da pane dell'organismo nocivo, 

dove vengono coltivate parate 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
mente, sia attraverso un imprendirore comune, 

dove l'irrigazione o l'irrorazione siano praticate con acque superficiali originarie di qualunque fonte 
confermata o sospetta di infestazione da parte dell'organismo nocivo, 

che per l'irrigazione o l'irrora.zione condividono acque superficiali di qualsiasi origine con luoghi di 
prodqzione d.ove l'infestazione da pane dell'organismo nocivo e confermata o sospetta, 

d,c: :,uuu iuurn.laLi u ::.uuu ::.tali i11v11JdLi 1....uu dcyuc ~upcdi1...idli i..:uufc11udLC u ::.v:,vcuc Ji iufc:MaLiuue 

da parte dell'organisrno nocivo, 

ii) acque superficiali impiegate per l'irrigazione, l'irrorazione o l'inondazione di uno o piu terreni o luoghi 
di produzione.: dove l'infestazione da pa rte dell'organismo nocivo e confermata. 
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ALLEGATO V 

1. · La determinazione dejl'entita della contaminazione probdbile di cui all'articolo 5, paragrafo 1, lettera a), 
punto ii) e lettera c), punto ii_i), comprende i seguenti elementi, se de! caso: 

materiale vegetale elencato coltivato in ii~ -luogo di produzione dichiaraco conraminato ai· sensi 
dell'articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punto ii); 

luogo o luoghi di pr~duzione che abbiano un cbllegamenco nel ciclo produttivo con ii materiale 
vegetale elencato dichiarato concaminato ai sensi dell'articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punro ii), 
·compresi quelli dove vengono condivisi macchinari e dispositivi di produzione direttamente o 
attraverso un 1mprend1tore comune; 

materiale vegecale elencato prodotto in un luogo o nei luoghi di produzione di cui al precedence 
crattino, o presenri in tale luogo o luoghi di produzione durante ii periodo in cui ii maceriale vegecale 
elencato dichiarato contaminaco ai sensi dell'articolo 5, pilragrafo 1, lectera a), punco ii), era.presence 
nei luoghi di produzione di cui al primo trattino; · 

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

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

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

- dopo gli accerramenri e gli esami di cui all'aniwlu 5, IJa1ai,;1afv 1, kue1a a), purnv i), ud ca,u <Jelle 
patate, tube?i o piante con una relazione clonale pa rentale o collaterale e, nel caso dei pomodori, 
piante cori la sressa fonte_ de! materiale vegetale elencato dichiarato contaminato ai sensi dell'arti­
colo 5, paragra:fo 1, lettera a), punto ii), e per le quali, malgrado abbiano daco risultati negativi nei 
test per l'individuazi_one dell'organismo nocivo, risulti che la contaminazione sia probabile per legami 
di carattere clonale; • 

- luogo o luoghi di produzione de! materiale vegetale elencato al precedence trattino; 

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

- materiale vegetate elencato prodotto in appezzamenri inonda.ti 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 conro 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 e coltivato ii materiale vegetale elencato, 

- produzione e utilizzo comuni di scort/ di tuberi~seme di patate, 

luoghi di produzione che per l'irrigazione o l'irrorazione de! materiale vegetale elencato 
impi~&a,no acque superficiali, nei casi,'ih cui esiste od e esistito un rischio di fughe di acque 
superficiali o di inondazione dal luogo o dai luoghi di produzione dichiarati concaminati 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, 
paragrafo 1, lettera c), punto ii); 

- luogo ·o luoghi .d( produzione del materiale vegetaie elencato adiacenti alle acque superficiali 
dichiarate contaminate, o a ·rischio di inondazione, 

- bacini di irrigazi@ne sep~rati associati alle acque superficiali dichiarare contaminate. 
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. . 

3. I dati contenuti n_ella notifi_ca di_cui all'articolo 5, paragrafo 2,· primo comma, <:omprendono: 

- la data oi_segnalaz.ione della prese~za sospetta ai sensi dell'articolo 4 e le date del campio~al!le~to e 
della conferma della presenza dell'organismo nocivo _ai sensi del)'articolo 5, secondo_ i casi; . 

. . . 

..:_ una descrizione d~gli elementi relativi alla dichiarazione di contaminazione e alla delimitazione della 
zona. 

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

per ogni spedizione o par.tita di patate dichiarate con~aminate, i certificati prescritti dagli articoli 7 e 
8 della direttiva 77/93/CEE, ii numero di passaporto o ii numero di registrazione dei produttori di 
parare., dei deposiri collcnivi c Uc:i LC:n~ri di 5pcdizionc, sccondo i casl; 

per ogni spedizione o partita di piante di pomodoro dichiarate contaminate, i cenificati di cui agli 
articoli 7 o 8 della direttiva 77/93/CEE ed ii numero di passaporto, conformemcme all'elen~o di cui 
all'allegato V, parte A, sezione I, paragrafo 2.2, della direttiva 77/93/CEE; 

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

ogni altra informazione eventualmente richiesta dalla Commissione sulla confermata comparsa della 
malattia. 

- 54 -



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

ALLEGATO VI 

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

- incenerimento, o 

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

interramento profondo in un luogo di smaltimemo dove non sus.sistano rischi di infiltrazione <lei 
terreno agricolo o di contatti con sorgenti d'acqua che potrebbero essere usate per l'irrigazione <lei 
terreno agricolo, o 

destinazione alla trasformazione industriale, attraverso la consegna diretta· ed immediata a 
stabilimenti dotati di apposite strutture ufficialmente approvate per l'eliminazione <lei rifiuri, che 
corrispondano alle disposizioni dell'allegato VII della presente direttiva, o 

altre misure, sernpre 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 <lei materiale vegetale elencato di cui all'articolo 6, paragrafo 2, 
da effettuarsi sotto ii controllo degli organismi ufficiali competenti dello Stato o degli Stati membri 
interessati, prevedendo uno scambio di informazioni fra gli organismi ufficiali tale <la assicurare la 
costanza di tale controllo, e l'approvazione da pane degli organismi ufficiali competenti degli Stati 
membri dove le'patate sono imballate o trattate in relazione agli impianti destinati .all'eliminazione <lei 
rifiuti di cui al primo e secondo trattino, comprel)dono: 

i) per i tuberi di patata: 

il loro impiego quali patate da conservazione destinate al consume, purche vengano imballati 
in luoghi provvisti di adeguati impianti di eliminazione <lei rifiuti, in imballaggi promi per la 
consegna diretta e l'utilizzazione senza necessita di reirnballaggio, e siano destinati alla 
consegna e all'utilizzazione dirette, o 

- il loro impieg_o quali parate da conservaz,one destinate alla trasformazione industriak e 
consegriate direttamente e immediatamente ad uno stabilimento dotato di adeguate strutrure 
per l'eliminazione· <lei rifiuti e la desinfezione, o 

- altri impieghi· o forme di eli~inazione; sempre che sia accertato che non esiste alcun rischio 
identificabile di disseminazione dell'organismo nocivo, e fatta salva l'approvaiione 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 de! fogliame: 

la distruzione, o 

altre forme di impiego· o di eliminazione, sempre che sia ac.certato che non ·esiste alc111n rischio 
identificabile di disseminazione dell'organismo_ nocivo; queste misure sono notificate alla 
Commissione e agli altri Srnri membri. 

, 
3. I mecodi adeguati per la decontaminazione cltgli oggetti di cui all'articolo 6, paragrafo 3 consistono 

nella pulizia e, se de! caoo, nella disinfezionf, in rnodo da escludere qualsiasi rischio identificabile di 
di~semin:i.:zio";,.e dell'org~nismo nocivo, e 1,,.ono ~rfllic-::tr; ,ono l::i sorveglianza de:gli org:anismi nfficia.li 

competenti ~ei;li Stati membri. 

4. La serie di n'iisure che gli Stati membri debbono applicare entro le zone delimitate identificate ai sensi 
dell'articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punto iv), e lettera c), punto iii), cui si fa• riferimento 
nell'articolo ·6, paragrafo 4, comprendono: 

4.1. nei casi in. cui i luogh~ di produzione sono stati dichiarati contaminati ai sensi dell'articqlo 5, 
paragrafo 1, lettera a), ppnto ii): . 

a) in un cainpo o u'nita dL produzione protetta de! vegetate dichiarati contaminati 'ltli\ sensi 
dell'articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punto ii), 
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i) - per almeno i quattro·anni di coltiva;z.ione· successivi a, qucllo in cui .la contaminazionc e stata · 
dichiarata, . • 

si attuano intcryenti in~esi od eliminar.e le piante 8pont3nee di patdt4 o di pomodoro c le 
altre · piante ospiti dell'organismo nocivo, comprese le solariacee selvatiche,' e · 

e vietato ·mettere· a dimora: 

- tuberi o tuberi-seme di patate 

- piante o semi di pomodoro 

- tenendo conto della biologia dell'organismo nocivo: 

- a_ltre piante ospiti 

- pianta della specie Brassica, per le quali e stato individuato ii rischio di presenza 
dell'organismo nocivo 

- colture per le quali esiste un rischio identificabile di disseminazione dell'organismo 
nocivo; 

nel primo periodo di raccolta delle patate o dei pomodori che segue ii periodo indicato al 
trattino precedence, ed a condizione che ii 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 ufficialrnente cerrificati 
per la produzione di patate da conservazione, e 

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

nel periodo di raccolta delle parate o dei poinodori successivo a quello indicato al rrattino 
precedente, e in !;eguito ad un app(opri:ito ciclp- di rotazione, nel ca:.o dcllc paratc sono 

messi a dimora esclusivamente ruberi-seme ufficialmente certificati per la produzione a 
¾capo sia di conservazione che di semina; nel caso delle patate e dei pomodori viene 
effeimato · un accertamento ufficiale come precisato all'articolo 2, pa_ragrafo 1, 

oppure 

ii) nei' cinque anni vegetativi successivi a quello in cui la contaminazione i: stata dichiarata, 

si attuano interventi atti ad eli'minare le pianie spontanee di patata e di pomodoro e le altre 
piante ospiti dell'organismo nocivo, comprese le s9lanacee selvatiche, 

per i primi tre anni l'appezzamento viene messo e tenuto a maggese cornpleto, oppure a 
cereali conforrnemente al rischio identificato, oppure a pascolo permanen'te, effenuando 
frequenu falc1ature a raso, oppure e ad1b1to a pascolo 1ntens1vo, opptire ad erba per la 
produzione di sementi, e nei'due anni successivi viene piantato con piai1te che non ospitano 
l'organismo nocivo e non comportano rischio identificato di sopravvivenza o dissernina­
zione dell'organismo nocivo, 

nel primo periodo di raccolta delle patate o dei pomodori successivo a quello indicato al 
trattino precedente: 

- nel caso delle patate, sono, messi a dimora esclusivarnente tuberi-semi ufficialmente 
certificati per la. produzionela scopo di semina o di conservazione, 

- ed e effettuato un accerrnmenro ufficiale come precisato nell'articolo 2, paragrafo 1; 

negli'.altri appezzarnenti: 

- nell'anno di coltivazione successivo a quello della contaminazione dichiarata: 

e vietato mettere a dimora tuberi o piante di patata, od altre piante ospiti dell'organismo 
nocivo, e vengono attuati interventi. per elirninare le piante spontanee di patata e di 
pomodoro 'none he altre piante ospiti, comprese le solanacee selvatiche, secondo i ·casi; 

n,I caso ,dei tuberi di patata,_per la pr~d,uzione-di pat_a~e d_a co~servazione vengot'lo rnessi a 
.dimora esdusivamente tuben-seme uff1c1almente cert1f1cat1, a condizione che gji 'drganisrni 
ufficiali 

1
cornpetenti ritengano che ii rischio di piante spontanee di patate e di po,modori e di 
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altre piante. ospiti . dell'organisino nod-vol'· conivrese If ~ol~nacee; s~iv~tkhe, sia stato 
eliminai:o. La coltivazione in. fas~ vegetativa viene ispe,zidnata al.; inomento appropdato, e 
sulle piante spontanee di" patata: viene effettu'ata )a ricerca; dell'org~nisnio nocivo; inoltre, 
pe< le j,atate, i tubeti debbono. essere soggerci ad ispezionc dopo'il iaccolt0; 

nel primo anrio di coltivazione ·successivo a quello di cui al primo traftino: . -

- nel caso delle patate, per la produzione di tuberi_-seme o di patate da conservazione vengono 
messi a dimora esclt1sivamerite tuberi-seme ufficialmente certificati; 

almeno per ii secondo anno. di coltura successivo a quello di cui al primo trattino: 

- nel c:lso delle po.t::ite, per I.a pr?duzione di p~tate d:1. seme o da conserv~zione vengono mcs:..i 

a dimora esclusivamente tuberi-seme ufficialmente certificati ovvero tuberi-seme coltivati 
sotto controllo ufficiale e derivanti da tuberi-seme ufficialmente certificati; 

in ciascuno degli anni di coltura di cui ai precedenti trattini, vengono prese misure per 
ellmmare le p1anre spontanee d1 patata e d1 pomodoro ed altre piante ospiti dell'organismo 
nocivo, c-omprese le solanacee selvatiche, e vi~ne effettuato un accertamento ufficiale. -come 
precisato all'articolo 2, paragrafo 1 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 e 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 
ra.ccolta possibile delle patate o dei pomodori nell'appezzamento o negli appezzamenti dichiarati 
conraminati, come specificato alla lettera 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 de! caso, disinfettati con i 
metodi adeguari, conformemente al punto 3; 

per prevenire la disseminazione dell'organismo nocivo, sono effettuati contro!li ufficiali sui 
programmi di irrigazione ed irrorazione, che possono arrivare al divieto; 

d) udle uuiL.?t. Ji p1uUuL.iu11t:: p1utc'lla <lid1.ia1atc 1,...u11ta111i11aLc ai !>CU!>i UdJ'ankulo 5, paragrafo 1, 
lettera a), punro ii), allorche e 'possibile sostituire completamente ii substrato colturale: 

- e 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'unitii sia stata sortoposta a 
misure sotto controllo ufficiale intese ad eliminare l'organismo nocivo ed a rimuovere turto ii 
materiale vegetale elencato ospite, ·comprendente almeno ii ~ambiamento completo de) sub­
strato colturale nonche la pulizia, e, se de! caso, la disinfezione dell'unita di produzione e di 
tutte le artrezzature, e purche gli organismi ufficiali' competenti abbiano successivameme 
autorizzato la produzione di patate o pomodori: 

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

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

4.2. All'interno della zona delimitata, fatti salvi gli intixventi previsti al punto 4.1, gli Stati membri: 

a) immediatame;:;te dopo la contaminazione dich,~arata, e_ per almeno tre periodi vegetativi: 

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

- garantiscono ii comrollo, attraverso i propri organismi ufficiali responsabili, delle imprese 
dove vierie effettuata la coltivazione. ii magazzinaggio o la manipola,ione dei tuberi di 
patata o dei pomodori, nonche delle imprese che gestiscono su base contrattuale ,i 
macchinari occorrenti, 

- esigono I~ pulizi,?, e se de! caso, la disinfezione dei macchinari e dei magazzini presenti llt 
tali imprese, utiliizando j metodi adeguati specificati al punto 3. 
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- esigorio l'impiego. esclusivo di ·semi certificati o semi coltivati .sotto controllo ufficiale per 
. tutte le colture di·patata ~omprese fo tale zona,.e l'esecuzione,di prove dopo ii raccolto di 
. .. tuberi-seme di patate coltivati in luoghi di produzione, dic:hiarati probabilmente contami-

nati .ai sensi dell'articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punto iii), · . . . 

- esigono che la manipolaziorie dei tuberi-seme di patata raccolti sia separata da 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 dell'articolo 5 
paragrafo 1, lettera c), punto ii), ovvero incluse fra i fattori di una possibile disseminazion~ 
dell'organismo nocivo conformemente all'allegato V, punto 2: 

- procedono ad accertamenti annuali ai momenti appropriati, comprendenti ii prelievo di 
campioni di acque _superficiali e delle evenrnali piante ospiti solanacee nelle sorgenti 
d'acqua in causa, nonche esami eseguiti in conformita: 

- dei metodi appropriati di cui all'allegato 11, per il materiale vegetale elencato; 

- di qualsiasi altro metodo approvato ufficialmente negli altri casi: 

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

nei casi in cui gli scarichi di reflui sono contaminati, effettuano controlli ufficiali 
sull'eliminazione dei rifiuti derivanti da srabilimenti industriali di trasformazione 0 
imballaggio che manipolano ii materiale vegetale elencato; 

b) stabiliscono se de! caso un· programma volto a sostituire tutte le sco~te di tuberi-seme di patata 
entro un lasso di tempo adeguato. 

ALLEGATO Vli 

Per ovviare al ri~chio di dissemi~o.zione .~el11ocgalli1:mo n~ivo, 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 patiate scartate, le bucce di patata e i 
pomodori scartati) nonche ogni altro rifiuto solido collegato alle patate e ai pomodori, deve essere 
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 rifinti .c.:nno tr~,;,.port~ti clirettamente al sito in condizioni cli confin:l.mPntn t'-lli 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 
,uttupu><i a pruLe<l1memi di filrrazione o di sedimenraziune <lestina,i ad allomanare rnli solidi. 1-·solidi 
stessi debbono essere eliminati come indicato al comma i). 

I reflui sono quindi: 

risc.:ildati a una temperatura mininrn di 70 °C per almeno 30 minuti prima di e~sere eliminati, 

oppure 

altrimenti eliminati, previa approvazione ufficiale e sotto controllo ufficiale, in modo da escludere ii 
rischio di contatto fra i rifiuti e ii 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. 
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