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(ΠρÀêεις για την ισøυ� των ïπïÝων απαιτεÝται δηµïσÝευση)

Ã∆ΗΓΙΑ 98/57/ΕΚ ΤÃΥ ΣΥΜΒÃΥΛΙÃΥ

της 20η� ς ΙïυλÝïυ 1998

για τïν Ûλεγøï τïυ Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

ΤÃ ΣΥΜΒÃΥΛΙÃ ΤΗΣ ΕΥΡΩΠΑÏΚΗΣ ΕΝΩΣΗΣ,

Îøïντας υπÞψη:

τη συνθη� κη για την Ýδρυση της Ευρωπαϊκη� ς ΚïινÞτητας,
και ιδÝως τï Àρθρï 43,

την πρÞταση της Επιτρïπη� ς(1),

τη γνω� µη τïυ Ευρωπαϊκïυ� ΚïινïâïυλÝïυ(2),

τη γνω� µη της Ãικïνïµικη� ς και Κïινωνικη� ς Επιτρïπη� ς(3),

Εκτιµω� ντας:

Þτι ï επιâλαâη� ς ïργανισµÞς Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al. η� ταν πρïηγïυµÛνως γνωστÞς ως
Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith· Þτι, κατÀ πÀσα
πιθανÞτητα, τï Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al. θα καταστεÝ τï γενικω� ς απïδεκτÞ Þνïµα τïυ ïργα-
νισµïυ� ¯ Þτι η παρïυ� σα ïδηγÝα θα πρÛπει να λÀâει υπÞψη
την επιστηµïνικη� αυτη� εêÛλιêη¯

Þτι η παραγωγη� πατÀτας και τïµÀτας κατÛøει σηµαντικη�
θÛση στη γεωργÝα της ΚïινÞτητας¯ Þτι η απÞδïση της
παραγωγη� ς πατÀτας και τïµÀτας απειλεÝται διαρκω� ς απÞ
επιâλαâεÝς ïργανισµïυ� ς¯

Þτι η πρïστασÝα της καλλιÛργειας της πατÀτας και της
τïµÀτας απÞ αυτïυ� ς τïυς επιâλαâεÝς ïργανισµïυ� ς εÝναι
αναγκαÝα Þøι µÞνï για τη διατη� ρηση της απÞδïσης, αλλÀ
και για την αυ� êηση της παραγωγικÞτητας της γεωργÝας¯

Þτι τα µÛτρα πρïστασÝας κατÀ της εισÞδïυ επιâλαâω� ν
ïργανισµω� ν στï Ûδαæïς κρÀτïυς µÛλïυς Ûøïυν περιïρισµÛ-
να µÞνïν απïτελÛσµατα εÀν ïι ïργανισµïÝ αυτïÝ δεν ελÛγ-
øïνται ταυτÞøρïνα και µεθïδικÀ σε ïλÞκληρη την ΚïινÞ-
τητα και εæÞσïν δεν λαµâÀνïνται µÛτρα για την πρÞληψη
της µετÀδïση� ς τïυς¯

(1) ΕΕ C 124 της 21.4.1997, σ. 12 και
ΕΕ C 108 της 7.4.1998, σ. 85.

(2) ΕΕ C 14 της 19.1.1998, σ. 34.
(3) ΕΕ C 206 της 7.7.1997, σ. 57.

Þτι Ûνας απÞ τïυς επιâλαâεÝς για την πατÀτα και την
τïµÀτα ïργανισµïυ� ς εÝναι τï Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al., δηλαδη� ï παθïγÞνïς παρÀγïντας
της æαιÀς ση� ψης της πατÀτας και της âακτηριακη� ς µÀραν-
σης της τïµÀτας¯ Þτι η ασθÛνεια αυτη� Ûøει εκδηλωθεÝ σε
τµη� µατα της ΚïινÞτητας και Þτι υπÀρøïυν ακÞµη ïρισµÛ-
νες εστÝες µÞλυνσης, περιïρισµÛνης Ûκτασης¯

Þτι η καλλιÛργεια πατÀτας και τïµÀτας σε ïλÞκληρη την
ΚïινÞτητα εκτÝθεται σε σηµαντικÞ κÝνδυνï εÀν δεν λη-
æθïυ� ν απïτελεσµατικÀ µÛτρα σøετικÀ µε τις καλλιÛργειες
αυτÛς, για τïν εντïπισµÞ τïυ ïργανισµïυ� αυτïυ� και τïν
πρïσδιïρισµÞ τïυ τρÞπïυ εêÀπλωση� ς τïυ, την πρÞληψη
της εµæÀνισης και της µετÀδïσης τïυ και, σε περÝπτωση
διαπÝστωση� ς τïυ, για την πρÞληψη της µετÀδïσης και την
καταπïλÛµηση� τïυ µε σκïπÞ την εêÀλειψη� τïυ¯

Þτι, πρïκειµÛνïυ να επιτευøθεÝ ï σκïπÞς αυτÞς, πρÛπει να
θεσπιστïυ� ν ïρισµÛνα µÛτρα στην ΚïινÞτητα¯ Þτι, επιπλÛïν,
τα κρÀτη µÛλη πρÛπει να µπïρïυ� ν να λαµâÀνïυν πρÞσθετα
η� αυστηρÞτερα µÛτρα, εæÞσïν κρÝνïνται αναγκαÝα και
εæÞσïν δεν παρεµπïδÝúεται η διακÝνηση της πατÀτας η� της
τïµÀτας στην ΚïινÞτητα, εκτÞς των περιπτω� σεων πïυ
καθïρÝúïνται στην ïδηγÝα 77/93/ΕÃΚ τïυ ΣυµâïυλÝïυ, της
21ης ∆εκεµâρÝïυ 1976, περÝ των µÛτρων πρïστασÝας κατÀ
της εισαγωγη� ς στα κρÀτη µÛλη επιâλαâω� ν ïργανισµω� ν για
τα æυτÀ η� τα æυτικÀ πρïϊÞντα(4)¯ Þτι τα εν λÞγω µÛτρα
πρÛπει να κïινïπïιïυ� νται στα Àλλα κρÀτη µÛλη και την
Επιτρïπη� ¯

Þτι στα µÛτρα αυτÀ πρÛπει να λαµâÀνεται υπÞψη Þτι εÝναι
αναγκαÝα η διεêαγωγη� επÝσηµων συστηµατικω� ν ερευνω� ν
για τïν εντïπισµÞ τïυ παθïγÞνïυ¯ Þτι ïι Ûρευνες αυτÛς θα
πρÛπει να περιλαµâÀνïυν διαδικασÝες επιθεω� ρησης και,
κατÀ περÝπτωση, διαδικασÝες δειγµατïληψÝας και δïκιµω� ν,
δεδïµÛνïυ Þτι, σε ïρισµÛνες περιâαλλïντικÛς συνθη� κες, η
ασθÛνεια µπïρεÝ να παραµÛνει λανθÀνïυσα και να µην
ανιøνευ� εται στην πατÀτα κατÀ τï διÀστηµα της âλÀστησης
η� µÛσα στïυς απïθηκευµÛνïυς κïνδυ� λïυς πατÀτας¯ Þτι η
µετÀδïση τïυ παθïγÞνïυ στα καλλιεργïυ� µενα æυτÀ δεν
εÝναι ï σηµαντικÞτερïς παρÀγïντας, αλλÀ Þτι τï παθïγÞνï
µπïρεÝ να µεταδïθεÝ απÞ τα επιæανειακÀ υ� δατα και ïρι-
σµÛνα Àγρια æυτÀ της ïικïγÛνειας των σïλανιδω� ν, και

(4) ΕΕ L 26 της 31.1.1977, σ. 20¯ ïδηγÝα Þπως τρïπïπïιη� θηκε
τελευταÝα απÞ την ïδηγÝα 98/2/ΕΚ της Επιτρïπη� ς (ΕΕ L 15 της
21.1.1998, σ. 34).



EL ΕπÝσηµη ΕæηµερÝδα των Ευρωπαϊκω� ν Κïινïτη� τωνL 235/2 21.8.98

συνεπω� ς η Àρδευση καλλιεργειω� ν πατÀτας και τïµÀτας µε
µïλυσµÛνï νερÞ εµπεριÛøει τïν κÝνδυνï µÞλυνσης αυτω� ν
των καλλιεργειω� ν¯ Þτι επÝσης τï παθïγÞνï µπïρεÝ να υπÀρ-
øει, κατÀ τη διÀρκεια τïυ øειµω� να, σε αυτïæυη� æυτÀ
πατÀτας και τïµÀτας τα ïπïÝα µπïρεÝ να απïτελïυ� ν εστÝα
µÞλυνσης απÞ την µÝα επïøη� στην Àλλη¯ Þτι τï παθïγÞνï
µεταδÝδεται επÝσης δι’ επαæη� ς των πατατω� ν µε πρïσâεâλη-
µÛνες πατÀτες και µε εργαλεÝα æυ� τευσης, συγκïµιδη� ς και
επεêεργασÝας η� µε περιÛκτες µεταæïρÀς και απïθη� κευσης
πïυ Ûøïυν µïλυνθεÝ απÞ πρïηγïυ� µενη επαæη� µε πρïσâε-
âληµÛνες πατÀτες¯

Þτι η εêÀπλωση τïυ παθïγÞνïυ µπïρεÝ να µειωθεÝ η� να
απïæευøθεÝ µε την απïλυ� µανση αυτω� ν των αντικειµÛνων¯
Þτι η τυøÞν µÞλυνση τïυ πατατÞσπïρïυ απïτελεÝ σηµαντι-
κÞ κÝνδυνï για την εêÀπλωση τïυ παθïγÞνïυ¯ παρïµïÝως,
η λανθÀνïυσα µÞλυνση τïυ πατατÞσπïρïυ απïτελεÝ
σηµαντικÞ κÝνδυνï για την εêÀπλωση τïυ παθïγÞνïυ και
αυτÞ µπïρεÝ να απïæευøθεÝ µε τη øρησιµïπïÝηση πατατÞ-
σπïρïυ πïυ παρÀγεται στï πλαÝσιï επιση� µως εγκεκριµÛ-
νïυ πρïγρÀµµατïς και ï ïπïÝïς Ûøει κριθεÝ απαλλαγµÛνïς
απÞ τïν ïργανισµÞ µετÀ απÞ δïκιµη� ¯

Þτι ïι υæιστÀµενες γνω� σεις της âιïλïγÝας και της επιδηµιï-
λïγÝας τïυ Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
στις ευρωπαϊκÛς συνθη� κες εÝναι ανεπαρκεÝς, και πρïâλÛπε-
ται η επανεêÛταση των πρïτεινÞµενων µÛτρων στη διÀρ-
κεια διαæÞρων επïøω� ν¯ ïµïÝως, πρïâλÛπεται η âελτÝωση
της διαδικασÝας δïκιµω� ν υπÞ τï æως περαιτÛρω Ûρευνας,
ιδÝως Þσïν αæïρÀ την ευαισθησÝα και την εêειδÝκευση των
µεθÞδων δïκιµη� ς πρïκειµÛνïυ να επιλεøθïυ� ν και να τυπï-
πïιηθïυ� ν ïι âÛλτιστες διαθÛσιµες µÛθïδïι δïκιµη� ς¯

Þτι, πρïκειµÛνïυ να καθïριστïυ� ν ïι λεπτïµÛρειες αυτω� ν
των γενικω� ν µÛτρων, καθω� ς και των αυστηρÞτερων η�
πρÞσθετων µÛτρων πïυ λαµâÀνïυν τα κρÀτη µÛλη για την
πρÞληψη της εισÞδïυ τïυ παθïγÞνïυ στï ÛδαæÞς τïυς,
εÝναι επιθυµητÞ τα κρÀτη µÛλη να συνεργÀúïνται στενÀ µε
την Επιτρïπη� στï πλαÝσιï της µÞνιµης æυτïυMγειïνïµικη� ς
επιτρïπη� ς (πïυ στï εêη� ς αναæÛρεται ως «επιτρïπη� »),

Ε¥Ε∆ΩΣΕ ΤΗΝ ΠΑΡÃΥΣΑ Ã∆ΗΓΙΑ:

�Αρθρï 1

Η παρïυ� σα ïδηγÝα αæïρÀ τα µÛτρα πïυ πρÛπει να λαµâÀ-
νïνται στα κρÀτη µÛλη κατÀ τïυ Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al., παλαιÞτερïν γνωστïυ� ως Pseudo-
monas solanacearum (Smith) Smith, (εæεêη� ς καλïυ� µενï «ï
ïργανισµÞς») σε σøÛση µε τïυς êενιστÛς τïυ ïργανισµïυ�
πïυ αναæÛρïνται στï παρÀρτηµα I τµη� µα 1 (εæεêη� ς
καλïυ� µενïι «καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ»), για:

α) τïν εντïπισµÞ τïυ και τïν πρïσδιïρισµÞ της δια-
σπïρÀς τïυ¯

â) την πρÞληψη της εµæÀνισης και της µετÀδïση� ς τïυ¯

γ) σε περÝπτωση διαπÝστωση� ς τïυ, την πρÞληψη της µετÀ-
δïσης και την καταπïλÛµηση� τïυ µε σκïπÞ την εêÀλει-
ψη� τïυ.

�Αρθρï 2

1. Τα κρÀτη µÛλη πραγµατïπïιïυ� ν ετη� σιες συστηµατικÛς
επÝσηµες µελÛτες για τïν ïργανισµÞ στï καταøωρηµÛνï
æυτικÞ υλικÞ πïυ πρïÛρøεται απÞ τï ÛδαæÞς τïυς. Πρïκει-
µÛνïυ να πρïσδιïριστïυ� ν ïι Àλλες πιθανÛς εστÝες µÞλυνσης
πïυ απειλïυ� ν την παραγωγη� τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ�
υλικïυ� , τα κρÀτη µÛλη πραγµατïπïιïυ� ν αêιïλÞγηση τïυ
κινδυ� νïυ και, εκτÞς απÞ την περÝπτωση κατÀ την ïπïÝα ï
ïργανισµÞς Ûøει αναγνωριστεÝ κατÀ την αêιïλÞγηση, διεêÀ-
γïυν, στις περιïøÛς παραγωγη� ς τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτι-
κïυ� υλικïυ� , στïøïθετηµÛνες επÝσηµες µελÛτες για τïν ïργα-
νισµÞ σε æυτÀ Àλλα απÞ τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ,
συµπεριλαµâανïµÛνων των Àγριων êενιστω� ν της ïικïγÛνει-
ας των σïλανιδω� ν, καθω� ς και στï επιæανειακÞ νερÞ πïυ
øρησιµïπïιεÝται για Àρδευση η� ψεκασµÞ τïυ καταøωρηµÛ-
νïυ æυτικïυ� υλικïυ� και στα υγρÀ απÞâλητα πïυ απïρρÝ-
πτïνται απÞ εγκαταστÀσεις âιïµηøανικη� ς µεταπïÝησης η�
συσκευασÝας τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� και πïυ
øρησιµïπïιïυ� νται για Àδρευση η� ψεκασµÞ τïυ καταøωρη-
µÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� . Η Ûκταση αυτω� ν των στïøïθετηµÛ-
νων µελετω� ν καθïρÝúεται ανÀλïγα µε τïν διαπιστωµÛνï
κÝνδυνï. Τα κρÀτη µÛλη µπïρïυ� ν επÝσης να διεêÀγïυν
επÝσηµες µελÛτες για τïν ïργανισµÞ σε Àλλï υλικÞ, Þπως
υπÞστρωµα âλÀστησης, øω� µα και στερεÀ απÞâλητα απÞ
εγκαταστÀσεις âιïµηøανικη� ς µεταπïÝησης η� συσκευασÝας.

2. Ãι επÝσηµες µελÛτες πïυ πρïâλÛπïνται στην παρÀ-
γραæï 1 διενεργïυ� νται:

α) για τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ, συ� µæωνα µε τις
λεπτïµÛρειες πïυ πρïâλÛπïνται στï σηµεÝï 1 τïυ τµη� -
µατïς II τïυ παραρτη� µατïς I¯

â) για êενιστÛς Àλλïυς απÞ τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ
υλικÞ, και για τï νερÞ, συµπεριλαµâανïµÛνων των
υγρω� ν απïâλη� των, συ� µæωνα µε τις κατÀλληλες µεθÞ-
δïυς και, κατÀ περÝπτωση, τα δεÝγµατα λαµâÀνïνται
και υπïâÀλλïνται σε επÝσηµη η� υπÞ επÝσηµη επïπτεÝα
εργαστηριακη� δïκιµη� ¯

γ) κατÀ περÝπτωση για Àλλï υλικÞ, συ� µæωνα µε τις
κατÀλληλες µεθÞδïυς.

Για τις µελÛτες αυτÛς, ïι περαιτÛρω λεπτïµÛρειες των διαδι-
κασιω� ν επïπτεÝας και ï αριθµÞς, η πρïÛλευση, η διαστρω-
µÀτωση και ï øρÞνïς λη� ψης των δειγµÀτων, καθïρÝúïνται
µε απÞæαση των αρµÞδιων επÝσηµων æïρÛων κατÀ την
Ûννïια της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ âÀσει ïρθω� ν επιστηµïνικω� ν
και στατιστικω� ν αρøω� ν και της âιïλïγÝας τïυ ïργανισµïυ� ,
και λαµâανïµÛνïυ υπÞψη τïυ συγκεκριµÛνïυ συστη� µατïς
παραγωγη� ς τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� και, κατÀ
περÝπτωση, Àλλων æυτω� ν êενιστω� ν στα ïικεÝα κρÀτη
µÛλη.

3. Ãι λεπτïµÛρειες και τα απïτελÛσµατα των επÝσηµων
µελετω� ν πïυ πρïâλÛπïνται στην παρÀγραæï 1, κïινïπïι-
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ïυ� νται κÀθε øρÞνï στα Àλλα κρÀτη µÛλη και την Επιτρïπη�
συ� µæωνα µε τις διατÀêεις τïυ σηµεÝïυ 2 τïυ τµη� µατïς II
τïυ παραρτη� µατïς I. Ãι κïινïπïιη� σεις αυτÛς υπïâÀλλïνται
Ûως την 1η ΙïυνÝïυ, εκτÞς απÞ εκεÝνες για τï πατατÞσπïρï
πïυ διατηρεÝται στï αγρÞκτηµα, ïι ïπïÝες υπïâÀλλïνται
Ûως την 1η ΣεπτεµâρÝïυ. Ãι λεπτïµÛρειες και τα απïτελÛ-
σµατα Þσïν αæïρÀ τις καλλιÛργειες θα αæïρïυ� ν την παρα-
γωγη� τïυ πρïηγïυ� µενïυ Ûτïυς. Ãι λεπτïµÛρειες των κïι-
νïπïιη� σεων αυτω� ν µπïρïυ� ν να υπïâÀλλïνται στην επι-
τρïπη� .

4. Ãι ακÞλïυθες διατÀêεις πρÛπει να θεσπÝúïνται µε τη
διαδικασÝα τïυ Àρθρïυ 16α της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ:

— ïι κατÀλληλες µÛθïδïι για τις µελÛτες και τις εργα-
στηριακÛς δïκιµÛς πïυ πρïâλÛπïνται στην παρÀγρα-
æï 2, πρω� τï εδÀæιï, στïιøεÝï â).

5. Ãι ακÞλïυθες διατÀêεις µπïρïυ� ν να θεσπÝúïνται µε
τη διαδικασÝα τïυ Àρθρïυ 16α της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ:

— ïι κατÀλληλες µÛθïδïι για τις µελÛτες πïυ πρïâλÛπï-
νται στην παρÀγραæï 2, πρω� τï εδÀæιï, στïιøεÝï γ),

— περαιτÛρω λεπτïµÛρειες για τις µελÛτες πïυ πρïâλÛπï-
νται στη παρÀγραæï 2, δευ� τερï εδÀæιï, πρïκειµÛνïυ
να εêασæαλÝúεται συγκρÝσιµï επÝπεδï ασæÀλειας µε-
ταêυ� των κρατω� ν µελω� ν.

�Αρθρï 3

Τα κρÀτη µÛλη µεριµνïυ� ν ω� στε κÀθε πιθανïλïγïυ� µενη
εµæÀνιση η� διαπιστωµÛνη παρïυσÝα τïυ ïργανισµïυ� στï
Ûδαæïς τïυς, να ανακïινω� νεται στïυς αρµÞδιïυς επÝ-
σηµïυς æïρεÝς τïυς.

�Αρθρï 4

1. Σε κÀθε περÝπτωση πιθανïλïγïυ� µενης εµæÀνισης, ïι
αρµÞδιïι επÝσηµïι æïρεÝς τïυ ïικεÝïυ κρÀτïυς µÛλïυς
εêασæαλÝúïυν τη διεêαγωγη� επÝσηµης η� υπÞ επÝσηµη επï-
πτεÝα εργαστηριακη� ς δïκιµη� ς, εÝτε, για τï καταøωρηµÛνï
æυτικÞ υλικÞ, µε τη σøετικη� µÛθïδï τïυ παραρτη� µατïς II
και συ� µæωνα µε τïυς Þρïυς τïυ παραρτη� µατïς III,
σηµεÝï 1, εÝτε, στις Àλλες περιπτω� σεις, µε ïπïιαδη� πïτε
Àλλη επιση� µως εγκεκριµÛνη µÛθïδï, πρïκειµÛνïυ να επιâε-
âαιωθεÝ η� να διαψευσθεÝ η πιθανïλïγïυ� µενη εµæÀνιση. Σε
περÝπτωση επιâεâαÝωσης, εæαρµÞúïνται ïι απαιτη� σεις τïυ
παραρτη� µατïς III, σηµεÝï 2.

2. ΜÛøρις Þτïυ επιâεâαιωθεÝ η� διαψευσθεÝ η πιθανïλï-
γïυ� µενη εµæÀνιση συ� µæωνα µε την παρÀγραæï 1, στις
περιπτω� σεις πιθανïλïγïυ� µενης εµæÀνισης κατÀ τις ïπïÝες,
εÝτε:

i) παρατηρη� θηκαν διαγνωστικÀ συµπτω� µατα των ασθε-
νειω� ν πïυ πρïκαλïυ� νται απÞ τïν ïργανισµÞ και ελη� -
æθη θετικÞ απïτÛλεσµα απÞ τη δïκιµη� ταøεÝας διαλï-
γη� ς πïυ αναæÛρεται στï παρÀρτηµα II, τµη� µα I,
σηµεÝï 1 και τµη� µα II, εÝτε

ii) ελη� æθη θετικÞ απïτÛλεσµα απÞ δïκιµη� η� δïκιµÛς δια-
λïγη� ς, Þπως ïρÝúεται στï παρÀρτηµα II, τµη� µα I,
σηµεÝï 2 και τµη� µα III,

ïι αρµÞδιïι επÝσηµïι æïρεÝς των κρατω� ν µελω� ν, σøετικÀ µε
την παραγωγη� της øω� ρας τïυς:

α) απαγïρευ� ïυν τη διακÝνηση Þλων των æυτω� ν και
κïνδυ� λων απÞ Þλες τις καλλιÛργειες, παρτÝδες η� απï-
στïλÛς απÞ τις ïπïÝες Ûøïυν ληæθεÝ τα δεÝγµατα, εκτÞς
εÀν διακινïυ� νται υπÞ τïν ÛλεγøÞ τïυς και µε την
πρïυMπÞθεση Þτι Ûøει διαπιστωθεÝ Þτι δεν ενÛøïυν εµæα-
νη� κÝνδυνï µετÀδïσης τïυ ïργανισµïυ� ¯

â) λαµâÀνïυν µÛτρα πρïς εêακρÝâωση της πρïÛλευσης
της πιθανïλïγïυ� µενης εµæÀνισης¯

γ) λαµâÀνïυν κατÀλληλα πρÞσθετα πρïληπτικÀ µÛτρα,
âÀσει τïυ επιπÛδïυ τïυ εκτιµω� µενïυ κινδυ� νïυ, ιδÝως
σε σøÛση µε την παραγωγη� τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτι-
κïυ� υλικïυ� και τη διακÝνηση παρτÝδων πατατÞσπïρïυ
διαæïρετικω� ν απÞ εκεÝνες πïυ αναæÛρïνται στï στïι-
øεÝï α) και πïυ παρÀγïνται στïν τÞπï παραγωγη� ς απÞ
τïν ïπïÝï Ûøïυν ληæθεÝ τα δεÝγµατα πïυ αναæÛρïνται
στï στïιøεÝï α), για την πρÞληψη της µετÀδïσης τïυ
ïργανισµïυ� .

3. Στις περιπτω� σεις πιθανïλïγïυ� µενης εµæÀνισης κατÀ
τις ïπïÝες υπÀρøει κÝνδυνïς µÞλυνσης τïυ καταøωρηµÛνïυ
æυτικïυ� υλικïυ� η� τïυ επιæανειακïυ� νερïυ� απÞ η� σε Àλλï/α
κρÀτïς/η µÛλïς/η, τï κρÀτïς µÛλïς στï ïπïÝï αναæÛρθηκε
πιθανïλïγïυ� µενη εµæÀνιση κïινïπïιεÝ αµÛσως, ανÀλïγα µε
την Ûκταση τïυ κινδυ� νïυ, τις λεπτïµÛρειες της πιθανïλï-
γïυ� µενης εµæÀνισης στï/α Àλλï/α ïικεÝï/α κρÀτïς/η
µÛλïς/η¯ τα εν λÞγω κρÀτη συνεργÀúïνται κατÀλληλα. Τï/α
κρÀτïς/η µÛλïς/η τï/α ïπïÝα/α λαµâÀνει/ïυν την κïινïπïÝ-
ηση αυτη� λαµâÀνει/ïυν πρïληπτικÀ µÛτρα συ� µæωνα µε την
παρÀγραæï 2, στïιøεÝï γ) και, ανÀλïγα µε την περÝπτωση,
αναλαµâÀνει/ïυν κÀθε περαιτÛρω δρÀση, συ� µæωνα µε τις
παραγρÀæïυς 1 και 2.

4. Η ακÞλïυθη διÀταêη µπïρεÝ να θεσπÝúεται µε τη
διαδικασÝα τïυ Àρθρïυ 16α της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ:

— τα µÛτρα πïυ αναæÛρïνται στην παρÀγραæï 2, στïι-
øεÝï γ).

�Αρθρï 5

1. ΕÀν απÞ την επÝσηµη η� υπÞ επÝσηµη επïπτεÝα εργα-
στηριακη� δïκιµη� , εÝτε, για τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ,
µε τη σøετικη� µÛθïδï τïυ παραρτη� µατïς II, εÝτε, στις Àλλες
περιπτω� σεις, µε Àλλη επιση� µως εγκεκριµÛνη µÛθïδï, επιâε-
âαιωθεÝ η παρïυσÝα τïυ ïργανισµïυ� σε δεÝγµα ληæθÛν
συ� µæωνα µε την παρïυ� σα ïδηγÝα, ïι αρµÞδιïι επÝσηµïι
æïρεÝς ενÞς κρÀτïυς µÛλïυς, αæïυ� λÀâïυν υπÞψη τις
ïρθÛς επιστηµïνικÛς αρøÛς, τη âιïλïγÝα τïυ ïργανισµïυ�
και τï συγκεκριµÛνï συ� στηµα παραγωγη� ς, εµπïρÝας και
µεταπïÝησης των êενιστω� ν τïυ ïργανισµïυ� στï κρÀτïς
µÛλïς αυτÞ:

α) για τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ:

i) θεσµïθετïυ� ν ελÛγøïυς για τïν πρïσδιïρισµÞ της
Ûκτασης και της η� των πρωτïγενω� ν εστιω� ν µÞλυν-
σης συ� µæωνα µε τις διατÀêεις τïυ παραρτη� µα-
τïς IV, και διενεργïυ� ν πρÞσθετες δïκιµÛς συ� µæω-
να µε τï Àρθρï 4 παρÀγραæïς 1, τïυλÀøιστïν σε
Þλα τα κλωνικω� ς σøετιúÞµενα απïθÛµατα πατα-
τÞσµïρïυ και
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ii) øαρακτηρÝúïυν ως µïλυσµÛνï τï καταøωρηµÛνï
æυτικÞ υλικÞ, τις απïστïλÛς και/η� τις παρτÝδες απÞ
τις ïπïÝες λη� æθηκε τï δεÝγµα, καθω� ς και τα µηøα-
νη� µατα, τα ïøη� µατα, τïυς περιÛκτες, τις απïθη� κες
η� τα τµη� µατα αυτω� ν και κÀθε Àλλï αντικεÝµενï,
συµπεριλαµâανïµÛνων των υλικω� ν συσκευασÝας
πïυ øρησιµïπïιη� θηκαν για τï καταøωρηµÛνï æυτι-
κÞ υλικÞ απÞ τï ïπïÝï Ûøει ληæθεÝ τï δεÝγµα¯
επÝσης, øαρακτηρÝúïυν ως µïλυσµÛνïυς, κατÀ
περÝπτωση, τïυς αγρïυ� ς, τις µïνÀδες πρïστατευÞ-
µενης æυτικη� ς παραγωγη� ς και τïυς τÞπïυς παρα-
γωγη� ς απÞ τïυς ïπïÝïυς συγκïµÝστηκε τï καταøω-
ρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ και Ûøει ληæθεÝ τï δεÝγµα¯ για
τα δεÝγµατα πïυ λη� æθηκαν κατÀ τη âλαστικη�
περÝïδï, πρÛπει να øαρακτηρÝúïνται ως µïλυσµÛ-
νïι ïι αγρïÝ, ïι τÞπïι παραγωγη� ς και, κατÀ περÝ-
πτωση, ïι µïνÀδες πρïστατευÞµενης æυτικη� ς
παραγωγη� ς απÞ τις ïπïÝες λη� æθηκε τï δεÝγµα και

iii) πρïσδιïρÝúïυν, συ� µæωνα µε τις διατÀêεις τïυ
παραρτη� µατïς V, σηµεÝï 1, την Ûκταση της πιθα-
νη� ς µÞλυσης δια επαæη� ς πριν η� µετÀ τη συγκïµιδη�
η� µÛσω σøÛσης της διαδικασÝας παραγωγη� ς, Àρδευ-
σης η� ψεκασµïυ� η� µÛσω κλωνικη� ς σøÛσης µε τη
συγκεκριµÛνη µÞλυνση και

iv) ïριïθετïυ� ν µÝα úω� νη âÀσει τïυ øαρακτηρισµïυ� της
µÞλυνσης πïυ αναæÛρεται στï σηµεÝï ii), τïυ πρï-
σδιïρισµïυ� της Ûκτασης της πιθανη� ς µÞλυνσης πïυ
αναæÛρεται στï σηµεÝï iii), και της πιθανη� ς µετÀ-
δïσης τïυ ïργανισµïυ� , συ� µæωνα µε τις διατÀêεις
τïυ σηµεÝïυ 2, στïιøεÝï i) τïυ παραρτη� µατïς V¯

â) για καλλιÛργειες êενιστω� ν Àλλων απÞ εκεÝνïυς πïυ
αναæÛρïνται στï στïιøεÝï α) κατÀ τις ïπïÝες η παρα-
γωγη� τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� διατρÛøει
κÝνδυνï:

i) θεσµïθετïυ� ν ελÛγøïυς συ� µæωνα µε τï στïιøεÝï α),
σηµεÝï i) και

ii) øαρακτηρÝúïυν ως µïλυσµÛνïυς τïυς êενιστÛς τïυ
ïργανισµïυ� απÞ τïυς ïπïÝïυς Ûøει ληæθεÝ τï δεÝγ-
µα και

iii) πρïσδιïρÝúïυν την Ûκταση της πιθανη� ς µÞλυνσης
και ïριïθετïυ� ν µÝα úω� νη συ� µæωνα µε τï εδÀæιï
α), σηµεÝα iii) και iv) αντÝστïιøα, σε σøÛση µε την
παραγωγη� τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� ¯

γ) για τï επιæανειακÞ νερÞ (συµπεριλαµâανïµÛνων των
απïρρÝψεων υγρω� ν απïâλη� των απÞ øω� ρïυς âιïµηøανι-
κη� ς µεταπïÝησης η� συσκευασÝας τïυ καταøωρηµÛνïυ
æυτικïυ� υλικïυ� ) και για τα Àγρια æυτÀ της ïικïγενεÝας
των σïλανιδω� ν, απÞ τα ïπïÝα η παραγωγη� τïυ κατα-
øωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� διατρÛøει κÝνδυνï µÛσω της
Àρδευσης η� τïυ ψεκασµïυ� µε τα επιæανειακÀ υ� δατα η�
λÞγω πληµµυ� ρας απÞ τï επιæανειακÞ νερÞ:

i) θεσµïθετïυ� ν ελÛγøïυς, συµπεριλαµâανïµÛνης της
επÝσηµης µελÛτης, σε κατÀλληλες στιγµÛς, δειγµÀ-
των απÞ επιæανειακÞ νερÞ και, εæÞσïν υπÀρøïυν,
απÞ Àγρια æυτÀ της ïικïγÛνειας των σïλανιδω� ν
πρïκειµÛνïυ να πρïσδιïριστεÝ η Ûκταση της
µÞλυνσης και

ii) øαρακτηρÝúïυν ως µïλυσµÛνï τï επιæανειακÞ νερÞ
απÞ τï ïπïÝï Ûøει ληæθεÝ τï η� τα δεÝγµατα λαµâÀ-
νïντας υÞπψη την Ûκταση της µÞλυνσης και τïυς

ελÛγøïυς πïυ διεêÀγïνται συ� µæωνα µε τï σηµεÝï i)
και

iii) πρïσδιïρÝúïυν την Ûκταση της πιθανη� ς µÞλυνσης
και ïριïθετïυ� ν µια úω� νη âÀσει τïυ øαρακτηρισµïυ�
της µÞλυνσης πïυ αναæÛρεται στï σηµεÝï ii), και
της πιθανη� ς διÀδïσης τïυ ïργανισµïυ� , λαµâÀνï-
ντας υπÞψη τις διατÀêεις τïυ σηµεÝïυ 1 και τïυ
σηµεÝïυ 2, στïιøεÝï ii) τïυ παραρτη� µατïς V.

2. Τα κρÀτη µÛλη κïινïπïιïυ� ν αµÛσως, συ� µæωνα µε τις
διατÀêεις τïυ παραρτη� µατïς V, σηµεÝï 3, στα Àλλα κρÀτη
µÛλη και την Επιτρïπη� κÀθε µÞλυνση πïυ πρïσδιïρÝúεται
âÀσει της παραγρÀæïυ 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï ii) και της
παραγρÀæïυ 1, στïιøεÝï γ), σηµεÝï ii), καθω� ς και τις
λεπτïµÛρειες της ïριïθÛτησης úω� νης âÀσει της παραγρÀ-
æïυ 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï iv) και, κατÀ περÝπτωση, της
παραγρÀæïυ 1 στïιøεÝï γ), σηµεÝï iii). Ãι λεπτïµÛρειες της
κïινïπïÝησης δυνÀµει της παρïυ� σας παραγρÀæïυ µπï-
ρïυ� ν να υπïâÀλλïνται στην επιτρïπη� .

ΤαυτÞøρïνα, τα κρÀτη µÛλη υπïâÀλλïυν στην Επιτρïπη�
την πρÞσθετη κïινïπïÝηση πïυ πρïâλÛπεται στï σηµεÝï 4
παραρτη� µατïς V. Ãι λεπτïµÛρειες της κïινïπïÝησης δυνÀ-
µει τïυ παρÞντïς εδαæÝïυ υπïâÀλλïνται αµÛσως στα µÛλη
της επιτρïπη� ς.

3. ΒÀσει της κïινïπïÝησης συ� µæωνα µε την παρÀγρα-
æï 2 και των κïινïπïιïυ� µενων στïιøεÝων, τα Àλλα κρÀτη
µÛλη πïυ αναæÛρïνται στην κïινïπïÝηση διενεργïυ� ν Ûλεγ-
øï συ� µæωνα µε την παρÀγραæï 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï i)
και, κατÀ περÝπτωση, την παρÀγραæï 1, στïιøεÝï γ),
σηµεÝï i) και αναλαµâÀνïυν ενδεøïµÛνως περαιτÛρω δρÀ-
ση, συ� µæωνα µε τις παραγρÀæïυς 1 και 2.

�Αρθρï 6

1. Τα κρÀτη µÛλη ïρÝúïυν Þτι τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ
υλικÞ πïυ Ûøει øαρακτηριστεÝ ως µïλυσµÛνï âÀσει τïυ
Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï ii), δεν µπïρεÝ
να æυτευ� εται και Þτι πρÛπει, υπÞ τïν Ûλεγøï και την
Ûγκριση των αρµÞδιων επÝσηµων æïρÛων τïυς, να υπÞκει-
ται σε µια απÞ τις διατÀêεις τïυ παραρτη� µατïς VI,
σηµεÝï 1 κατÀ τρÞπï ω� στε να εêασæαλÝúεται Þτι δεν υπÀρ-
øει εµæανη� ς κÝνδυνïς µετÀδïσης τïυ ïργανισµïυ� .

2. Τα κρÀτη µÛλη ïρÝúïυν Þτι απαγïρευ� εται η æυ� τευση
τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� πïυ Ûøει øαρακτηρι-
σθεÝ ως πιθανω� ς µïλυσµÛνï âÀσει τïυ Àρθρïυ 5, παρÀ-
γραæïς 1, σηµεÝï α), στïιøεÝï iii), και στïιøεÝï γ),
σηµεÝï iii), συµπεριλαµâανïµÛνïυ τïυ καταøωρηµÛνïυ
æυτικïυ� υλικïυ� για τï ïπïÝï Ûøει εντïπιστεÝ κÝνδυνïς και
τï ïπïÝï Ûøει παραøθεÝ σε τÞπïυς παραγωγη� ς πïυ Ûøïυν
øαρακτηριστεÝ ως πιθανω� ς µïλυσµÛνïι συ� µæωνα µε τï
Àρθρï 5, παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï iii), και Þτι
πρÛπει υπÞ τïν Ûλεγøï των αρµÞδιων επÝσηµων æïρÛων, να
øρησιµïπïιεÝται η� να διατÝθεται καταλλη� λως, Þπως ïρÝúε-
ται στï παρÀρτηµα VI, σηµεÝï 2, κατÀ τρÞπï ω� στε να
διασæαλÝúεται Þτι δεν υπÀρøει εµæανη� ς κÝνδυνïς µετÀδï-
σης τïυ ïργανισµïυ� .

3. Τα κρÀτη µÛλη ïρÝúïυν Þτι τα µηøανη� µατα, τα ïøη� µα-
τα, ïι περιÛκτες, ïι απïθη� κες η� τα τµη� µατα αυτω� ν, και
κÀθε Àλλï αντικεÝµενï, συµπεριλαµâανïµÛνων των υλικω� ν
συσκευασÝας, πïυ Ûøïυν øαρακτηρισθεÝ µïλυσµÛνα âÀσει
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τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï ii) η� πïυ
Ûøïυν øαρακτηρισθεÝ ως πιθανω� ς µïλυσµÛνα âÀσει τïυ
Àρθρïυ 5, παρÀγραæïς 1, στïιøεÝα α), σηµεÝï iii) και
στïιøεÝï γ), σηµεÝï iii), πρÛπει να καταστρÛæïνται η� να
απïλυµαÝνïνται µε κατÀλληλες µεθÞδïυς Þπως ïρÝúεται
στï παρÀρτηµα VI, σηµεÝï 3. ΜετÀ την απïλυ� µανση, τα
αντικεÝµενα αυτÀ παυ� ïυν να θεωρïυ� νται µïλυσµÛνα.

4. Με την επιæυ� λαêη των µÛτρων πïυ εæαρµÞúïνται
συ� µæωνα µε τις παραγρÀæïυς 1, 2 και 3, τα κρÀτη µÛλη
ïρÝúïυν Þτι, για τη úω� νη πïυ ïριïθετεÝται âÀσει τïυ
Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï iv) και στïι-
øεÝï γ), στïιøεÝï iii), εæαρµÞúïνται ïρισµÛνα µÛτρα, Þπως
καθïρÝúεται στï παρÀρτηµα VI, σηµεÝα 4.1. και 4.2. Ãι
λεπτïµÛρειες των µÛτρων αυτω� ν κïινïπïιïυ� νται ετησÝως
στα Àλλα κρÀτη µÛλη και την Επιτρïπη� . Ãι λεπτïµÛρειες
της κïινïπïÝησης αυτη� ς µπïρïυ� ν να υπïâÀλλïνται στην
επιτρïπη� .

�Αρθρï 7

1. Τα κρÀτη µÛλη ïρÝúïυν Þτι ï πατατÞσπïρïς πρÛπει
να πληρïÝ τις απαιτη� σεις της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ και να
πρïÛρøεται απευθεÝας απÞ υλικÞ πατÀτας τï ïπïÝï παρÀ-
γεται στï πλαÝσιï επιση� µως εγκεκριµÛνïυ πρïγρÀµµατïς
και τï ïπïÝï Ûøει κριθεÝ απαλλαγµÛνï απÞ τïν ïργανισµÞ
µετÀ απÞ επÝσηµη η� υπÞ επÝσηµη επïπτεÝα δïκιµη� µε τη
σøετικη� µÛθïδï τïυ παραρτη� µατïς II.

Η πρïαναæερÞµενη δïκιµη� πραγµατïπïιεÝται απÞ Ûνα
κρÀτïς µÛλïς:

α) στις περιπτω� σεις πïυ Ûøïυν επιâεâαιωθεÝ ευρη� µατα τïυ
ïργανισµïυ� στην παραγωγη� πατατïσπÞρïυ τïυ,

i) µε δïκιµη� των πρïηγïυ� µενων γενεω� ν, συµπεριλαµ-
âανïµÛνης της αρøικη� ς κλωνικη� ς επιλïγη� ς, και µε
συστηµατικη� δïκιµη� των âασικω� ν κλω� νων πατα-
τÞσπïρïυ, η�

ii) στις περιπτω� σεις κατÀ τις ïπïÝες Ûøει απïδειøθεÝ
Þτι δεν υπÀρøει κλωνικη� σøÛση, µε δïκιµη� Þλων
των âασικω� ν κλω� νων πατατÞσπïρïυ η� πρïηγïυ� µε-
νων γενεω� ν, συµπεριλαµâανïµÛνης της αρøικη� ς
κλωνικη� ς επιλïγη� ς¯

â) στις λïιπÛς περιπτω� σεις, εÝτε σε κÀθε æυτÞ της αρøικη� ς
κλωνικη� ς επιλïγη� ς η� σε αντιπρïσωπευτικÀ δεÝγµατα
τïυ âασικïυ� πατατÞσπïρïυ η� των πρïηγïυµÛνων γενε-
ω� ν.

2. Ãι ακÞλïυθες διατÀêεις µπïρïυ� ν να θεσπÝúïνται µε
τη διαδικασÝα τïυ Àρθρïυ 16α της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ:

— ïι λεπτïµερεÝς κανÞνες εæαρµïγη� ς της παραγρÀæïυ 1,
δευ� τερï εδÀæιï, στïιøεÝï α),

— ïι κανÞνες πïυ αæïρïυ� ν τα αντιπρïσωπευτικÀ δεÝγµα-
τα πïυ πρïâλÛπïνται στην παρÀγραæï 1, δευ� τερï εδÀ-
æιï, στïιøεÝï â).

�Αρθρï 8

Τα κρÀτη µÛλη απαγïρευ� ïυν την κατïøη� και τη διακÝνηση
τïυ ïργανισµïυ� .

�Αρθρï 9

Με την επιæυ� λαêη των διατÀêεων της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ,
τα κρÀτη µÛλη µπïρïυ� ν να επιτρÛπïυν παρεκκλÝσεις απÞ
τα µÛτρα πïυ αναæÛρïνται στα Àρθρα 6 και 8 της παρïυ� -
σας ïδηγÝας, συ� µæωνα µε τις διατÀêεις της ïδηγÝας 95/
44/ΕΚ για πειραµατικïυ� ς η� επιστηµïνικïυ� ς σκïπïυ� ς,
καθω� ς και για εργασÝες πïικιλιακη� ς επιλïγη� ς(1).

�Αρθρï 10

Τα κρÀτη µÛλη µπïρïυ� ν να θεσπÝúïυν, Þσïν αæïρÀ τη
δικη� τïυς παραγωγη� , τα πρÞσθετα η� αυστηρÞτερα µÛτρα
πïυ απαιτïυ� νται για την καταπïλÛµηση τïυ ïργανισµïυ� η�
για την πρÞληψη της µετÀδïση� ς τïυ, υπÞ την πρïυMπÞθεση
Þτι τα µÛτρα αυτÀ συµµïρæω� νïνται µε τις διατÀêεις της
ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ.

Ã λεπτïµÛρειες των µÛτρων αυτω� ν κïινïπïιïυ� νται στα
Àλλα κρÀτη µÛλη και την Επιτρïπη� . Ã λεπτïµÛρειες της
κïινïπïÝησης αυτη� ς µπïρïυ� ν να υπïâÀλλïνται στην επι-
τρïπη� .

�Αρθρï 11

Ãι τρïπïπïιη� σεις των παραρτηµÀτων της παρïυ� σας ïδηγÝ-
ας, µε γνω� µïνα τις εêελÝêεις των επιστηµïνικω� ν η� τεøνικω� ν
γνω� σεων, θεσπÝúïνται µε τη διαδικασÝα τïυ Àρθρïυ 16α
της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ. Για τις µεθÞδïυς πïυ ïρÝúïνται
στï παρÀρτηµα II και τα µÛτρα των παραγρÀæων 4.1 και
4.2 τïυ παραρτη� µατïς VI της παρïυ� σας ïδηγÝας, η Επι-
τρïπη� καταρτÝúει Ûκθεση επανεêÛτασης των εν λÞγω µεθÞ-
δων και µÛτρων âÀσει της κτηθεÝσας πεÝρας, και την υπï-
âÀλει στην επιτρïπη� πριν απÞ την 1η ΙανïυαρÝïυ 2002.

�Αρθρï 12

1. Τα κρÀτη µÛλη θÛτïυν σε ισøυ� τις απαιτïυ� µενες νïµï-
θετικÛς, κανïνιστικÛς και διïικητικÛς διατÀêεις για να
συµµïρæωθïυ� ν µε την παρïυ� σα ïδηγÝα απÞ τις 21 Αυγïυ� -
στïυ 1999. Ενηµερω� νïυν αµÛσως την Επιτρïπη� σøετικÀ.

Ãι διατÀêεις αυτÛς, Þταν θεσπÝúïνται απÞ τα κρÀτη µÛλη,
αναæÛρïνται στην παρïυ� σα ïδηγÝα η� συνïδευ� ïνται απÞ
παρÞµïια αναæïρÀ κατÀ την επÝσηµη δηµïσÝευση� τïυς. Ãι
λεπτïµερεÝς διατÀêεις για την αναæïρÀ αυτη� καθïρÝúïνται
απÞ τα κρÀτη µÛλη.

2. Τα κρÀτη µÛλη ανακïινω� νïυν αµÛσως στην Επιτρïπη�
τις âασικÛς διατÀêεις εθνικïυ� δικαÝïυ τις ïπïÝες θεσπÝúïυν
στïν τïµÛα τïν ïπïÝï διÛπει η παρïυ� σα ïδηγÝα. Η Επιτρï-
πη� ενηµερω� νει σøετικÀ τα λïιπÀ κρÀτη µÛλη.

(1) ΕΕ L 184 της 3.8.1995, σ. 34¯ ïδηγÝα Þπως τρïπïπïιη� θηκε
τελευταÝα απÞ την ïδηγÝα 97/46/ΕΚ της Επιτρïπη� ς (ΕΕ L 204
της 31.7.1997, σ. 43).
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�Αρθρï 13

Η παρïυ� σα ïδηγÝα αρøÝúει να ισøυ� ει την ηµÛρα της δηµï-
σÝευση� ς της στην ΕπÝσηµη ΕæηµερÝδα των Ευρωπαϊκω� ν
Κïινïτη� των.

�Αρθρï 14

Η παρïυ� σα ïδηγÝα απευθυ� νεται στα κρÀτη µÛλη.

ΒρυêÛλλες, 20 ΙïυλÝïυ 1998.

Για τï Συµâïυ� λιï

Ã ΠρÞεδρïς

W. MOLTERER
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ I

ΤΜΗΜΑ I

ΚατÀλïγïς êενιστω� ν τïυ Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. Þπως ïρÝúïνται στï Àρθρï 1

ΦυτÀ, (συµπεριλαµâανïµÛνων των κïνδυ� λων) Àλλα απÞ τïν πραγµατικÞ σπÞρï τïυ
Solanum tuberosum L.

πατÀτα

ΦυτÀ, Àλλα απÞ τα æυτÀ και τïυς σπÞρïυς τïυ Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw.
τïµÀτα

ΤΜΗΜΑ II

ΜελÛτες

1. Ãι επÝσηµες µελÛτες πïυ αναæÛρïνται στï Àρθρï 2 παρÀγραæïς 2, στïιøεÝï α), διεêÀγïνται âÀσει της
âιïλïγÝας τïυ ïργανισµïυ� και των συγκεκριµÛνων συστηµÀτων παραγωγη� ς τïυ ïικεÝïυ κρÀτïυς µÛλïυς και
πρÛπει να περιλαµâÀνïυν:

i) Þσïν αæïρÀ την πατÀτα,

— σε κατÀλληλες στιγµÛς, µακρïσκïπικη� επιθεω� ρηση των καλλιεργïυ� µενων æυτω� ν, η� /και δειγµïτïλη-
ψÝα απÞ τïυς σπÞρïυς και Àλλες πατÀτες κατÀ τη âλαστικη� περÝïδï η� στην απïθη� κη. Τα δεÝγµατα
αυτÀ υπïâÀλλïνται σε επÝσηµï η� υπÞ επÝσηµη επïπτεÝα µακρïσκïπικÞ Ûλεγøï κïµµÛνων κïν-
δυ� λων,

και

— στην περÝπτωση τïυ πατατÞσπïρïυ και, κατÀ περÝπτωση, για Àλλες πατÀτες, επÝσηµες η� υπÞ
επÝσηµη επïπτεÝα εργαστηριακÛς δïκιµÛς µε τη µÛθïδï τïυ παραρτη� µατïς II,

ii) Þσïν αæïρÀ την τïµÀτα,

— µακρïσκïπικη� επιθεω� ρηση, σε κατÀλληλες στιγµÛς, τïυλÀøιστïν των καλλιεργïυ� µενων æυτω� ν πïυ
πρïïρÝúïνται για µεταæυ� τευση για επαγγελµατικη� øρη� ση.

2. Η κïινïπïÝηση των επÝσηµων µελετω� ν πïυ αναæÛρïνται στï Àρθρï 2, παρÀγραæïς 3, πρÛπει να περιλαµ-
âÀνει:

i) στην περÝπτωση των µελετω� ν για την πατÀτα,

— την εκτιµω� µενη συνïλικη� καλλιεργïυ� µενη Ûκταση, σε εκτÀρια, πατατÞσπïρïυ και Àλλης πατÀτας,

— τη διαστρωµÀτωση ανÀ κατηγïρÝα σπÞρïυ και πατÀτες εµπïρÝïυ, και, κατÀ περÝπτωση, ανÀ
περιïøη� ,

— τïν αριθµÞ και τï øρÞνï λη� ψης των δειγµÀτων,

— τïν αριθµÞ µακρïσκïπικω� ν ελÛγøων στïν αγρÞ,

— τïν αριθµÞ (και τï µÛγεθïς τïυ δεÝγµατïς) των µακρïσκïπικω� ν ελÛγøων κïνδυ� λων,

ii) στην περÝπτωση των µελετω� ν, τïυλÀøιστïν, για τα καλλιεργïυ� µενα æυτÀ τïµÀτας πïυ πρïïρÝúïνται για
µεταæυ� τευση για επαγγελµατικη� øρη� ση,

— τïν εκτιµω� µενï συνïλικÞ αριθµÞ æυτω� ν,

— τïν αριθµÞ των µακρïσκïπικω� ν ελÛγøων,

iii) στην περÝπτωση των µελετω� ν πïυ αæïρïυ� ν êενιστÛς Àλλïυς απÞ την πατÀτα και την τïµÀτα,
συµπεριλαµâανïµÛνων των Àγριων æυτω� ν της ïικïγενεÝας των σïλανιδω� ν,

— τï εÝδïς,

— τïν αριθµÞ και τï øρÞνï λη� ψης των δειγµÀτων,

— την περιïøη� /πïτÀµι δειγµατïληψÝας, κατÀ περÝπτωση,

— τη µÛθïδï ανÀλυσης,

iv) στην περÝπτωση των µελετω� ν σøετικÀ µε τï νερÞ και τις απïρρÝψεις υγρω� ν απïâλη� των απÞ εγκατα-
στÀσεις âιïµηøανικη� ς µεταπïÝησης η� συσκευασÝας,

— τïν αριθµÞ και τï øρÞνï λη� ψης των δειγµÀτων,

— την περιïøη� /τï πïτÀµι/την τïπïθεσÝα των εγκαταστÀσεων δειγµατïληψÝας, κατÀ περÝπτωση,

— τη µÛθïδï ανÀλυσης.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ

ΣÌΗΜΑ ∆ÃΚΙΜΩΝ ΓΙΑ ΤΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΗ, ΤΗΝ ΑΝΙÌΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗ ΤÃΥ RALSTONIA
SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

ΠΕ∆ΙÃ ΕΦΑΡΜÃΓΗΣ ΤÃΥ ΣÌΗΜΑΤÃΣ ∆ÃΚΙΜΩΝ

Στï παρÞν σøη� µα περιγρÀæïνται ïι διÀæïρες διαδικασÝες για:

i) τη διÀγνωση της καστανη� ς ση� ψης σε κïνδυ� λïυς πατÀτας και της âακτηριακη� ς µÀρανσης σε æυτÀ πατÀτας
και τïµÀτας,

ii) την ανÝøνευση της Ralstonia solanacearum σε δεÝγµατα κïνδυ� λων πατÀτας,

iii) την αναγνω� ριση τïυ Ralstonia solanacearum.

Στα πρïσαρτη� µατα παρÛøïνται λεπτïµÛρειες για την παρασκευη� των øρησιµïπïιïυµÛνων για τις δïκιµÛς
υλικω� ν, δηλαδη� θρεπτικω� ν υπïστηρωµÀτων, ρυθµιστικω� ν διαλυµÀτων, διαλυµÀτων, αντιδραστηρÝων.
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ΤΜΗΜΑ Ι

ΕΦΑΡΜÃΓΗ ΤÃΥ ΣÌΗΜΑΤÃΣ ∆ÃΚΙΜΩΝ

1. ∆ιÀγνωση της καστανη� ς ση� ψης σε κïνδυ� λïυς πατÀτας και της âακτηριακη� ς µÀρανσης σε æυτÀ πατÀτας και τïµÀτας

Η περιγραæÞµενη διαδικασÝα εêÛτασης πρïïρÝúεται για κïνδυ� λïυς πατÀτας πïυ παρïυσιÀúïυν τυπικÀ συµπτω� µατα η�
γεννïυ� ν υπÞνïιες για υ� παρêη καστανη� ς ση� ψης και για æυτÀ πατÀτας και τïµÀτας πïυ παρïυσιÀúïυν τυπικÀ συµπτω� µατα η�
γεννïυ� ν υπÞνïιες για υ� παρêη âακτηριακη� ς µÀρανσης. Η διαδικασÝα περιλαµâÀνει µÝα δïκιµη� ταøεÝας διαλïγη� ς, απïµÞνωση
τïυ παθïγÞνïυ αιτÝïυ απÞ µïλυ� σµÛνï αγγειω� δη ιστÞ σε διαγνωστικÀ υλικÀ και, σε περÝπτωση θετικïυ� απïτελÛσµατïς,
αναγνω� ριση της καλλιÛργειας ως Ralstonia solanacearum.

∆ιÀγραµµα ρïη� ς της διαδικασÝας

¼ωτÀ Ü λαι λÞîδωµïι νθ
πςïσâεâµθνΫîïι απÞ

Ralstonia solanacearum

¼ωτÀ Ü λαι λÞîδωµïι πςïσâεâµθνΫîïι απÞ
Ralstonia solanacearum

¼ωτÀ πατÀτα÷ Ü τïνÀτα÷ Ü λÞîδωµïι πατÀτα÷ νε σωνπτρνατα (1)

¢ïλινÜ ταψεÝα÷ διαµïηÜ÷ (2)

° ¦ Γ » Γ N¿ª¸

°πïιλÝε÷ νε τωπιλÜ νïςæïµïηÝα 

Α°¹

Α°¹ Γ Μ¹

¢Γ º¹»¸(-¶ª) ¶¦¹µ¶µ°¹¿ª¸ª

°îαηîρςισθ (4) λαυαςÜ÷ λαµµιΫςηεια÷ φ÷ 
Ralstonia solanacearum λαι 

δïλινÜ παυïηΫîεια÷ (4)

Γ Μ¹ (3)
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ΠαραπïµπÛς διαγρÀµµατïς:

(1) Περιγραæη� των συµπτωµÀτων δÝδεται στï µÛρïς ΙΙ.1.

(2) Ãι δïκιµÛς ταøειÀς διαλïγη� ς διευκïλυ� νïυν την πρïκαταρκτικη� διÀγνωση.

ΚατÀλληλες δïκιµÛς εÝναι:
— η δïκιµη� εκκρÝσεων τïυ αγγειω� δïυς ιστïυ� τïυ στελÛøïυς (µÛρïς ΙΙ.2),
— η δïκιµη� για πïλυ� -â-υδρïêυâïυτυρικÀ κïκκÝα (µÛρïς ΙΙ.2),
— η δïκιµη� IF (µÛρïς ΙΙΙ.2),
— η δïκιµη� ELISA (µÛρïς ΙΙΙ.3),
— η δïκιµη� PCR (µÛρïς ΙΙΙ.4).

(3) Αν και η απïµÞνωση τïυ παθïγÞνïυ αιτÝïυ µε τη διαδικασÝα διαδïøικω� ν αραιω� σεων επÝ στερεïυ� υπïστρω� µατïς απÞ
ιστïυ� ς µε τυπικÀ συµπτω� µατα εÝναι Àµεση, η καλλιÛργεια µπïρεÝ να απïτυ� øει αν âρισκÞµαστε σε πρïκεøωρηµÛνα στÀδια
µïλυ� νσεως. ΣαπρïæυτικÀ âακτη� ρια πïυ αναπτυ� σσïνται σε πρïσâεâληµÛνï ιστÞ µπïρεÝ να επικαλυ� ψïυν η� να εµπïδÝσïυν
την ανÀπτυêη τïυ παθïγÞνïυ στï υλικÞ απïµÞνωσης. ΕÀν η δïκιµη� απïµÞνωσης εÝναι αρνητικη� , αλλÀ υπÀρøïυν τα
τυπικÀ συµπτω� µατα της ασθÛνειας, τÞτε η διαδικασÝα απïµÞνωσης πρÛπει να επαναληæθεÝ, κατÀ πρïτÝµηση µε εκλεκτικη�
απïµÞνωση επÝ στερεïυ� υπïστρω� µατïς.

(4) ΑêιÞπιστη ταυτïπïÝηση µÝας καθαρη� ς καλλιÛργειας Ralstonia solanacearum επιτυγøÀνεται µε µÝα τïυλÀøιστïν απÞ τις
δïκιµÛς πïυ παρατÝθενται στï µÛρïς ΙΙ.4.1 σε συνδυασµÞ µε µÝα δïκιµη� παθïγÛνειας (µÛρïς ΙΙ.4.3). Ã πρïσδιïρισµÞς τïυ
στελÛøïυς εÝναι πρïαιρετικÞς, συνιστÀται Þµως να γÝνεται σε κÀθε νÛï περιστατικÞ.
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2. ΑνÝøνευση και ταυτïπïÝηση τïυ Ralstonia solanacearum σε δεÝγµατα κïνδυ� λων πατÀτας

Η διαδικασÝα απïσκïπεÝ στην ανÝøνευση µïλυ� νσεων σε λανθÀνïυσα µïρæη� σε κïνδυ� λïυς πατÀτας µε µÝα η� , κατÀ πρïτÝµηση,
περισσÞτερες δïκιµÛς διαλïγη� ς ïι ïπïÝες, εæÞσïν εÝναι θετικÛς επιâεâαιω� νïνται µε την απïµÞνωση τïυ παθïγÞνïυ
ïργανισµïυ� , ακïλïυθεÝ δε, στην περÝπτωση απïµÞνωσης τυπικω� ν απïικιω� ν, ταυτïπïÝηση µιας καθαρη� ς καλλιÛργειας ως
καλλιÛργειας Ralstonia solanacearum.

∆ιÀγραµµα ρïη� ς της διαδικασÝας

¢εÝηνα  πςïσâεâµθνΫîï 
απÞ Ralstonia
solanacearum

Γ Μ¹

¢εÝηνα νθ
πςïσâεâµθνΫîï 
απÞ Ralstonia
solanacearum

¢εÝηνα νθ
πςïσâεâµθνΫîï 
απÞ Ralstonia
solanacearum

¢εÝηνα λïîδàµφî πατÀτα÷ (1)

¢Γ º¹»¶ª ¢¹°¤ Γ¸ª (2)

¢ïλινÜ  IFFF(3) Ü/λαι ελµελτιλÜ απïνÞîφσθ επÝ ª.Λ. (4)
νε πςïαιςετιλΫ÷ επιπςÞσυετε÷ δïλινΫ÷:

¢ïλινÜ ELISA(5)
¢ïλινÜ PCR(6)

¢ïλινÜ(-Ϋ÷) ενπµïωτισνïà (7)

τïωµÀψιστïî 
νÝα δïλινÜ

υετιλÜ

¢εÝηνα νθ
πςïσâεâµθνΫîï 
απÞ Ralstonia
solanacearum

¢Γ º¹»¸(-¶ª) ° ¦ Γ » Γ Α¿ª¸ª

¶λµελτιλÜ Ü/λαι âιïδïλινÜ (8)
απïνÞîφσθ επÝ ª . Y.

°πïιλÝε÷ νε τωπιλÜ νïςæïµïηÝα

Α°¹ Γ Μ¹

¢Γ º¹»¸(-¶ª) ¶¦¹µ¶µ°¹¿ª¸ª 

ÆαωτïπïÝθσθ (9) τθ÷ λαµµιΫςηεια÷ φ÷ 
Ralstonia solanacearum

λαι δïλινÜ παυïηΫîεια÷ (9)

Þµε÷ ïι δïλινΫ÷ 
αςîθτιλΫ÷

Α°¹
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ΠαραπïµπÛς διαγρÀµµατïς:

(1) Μ Û γ ε θ ï ς  δ ε Ý γ µ α τ ï ς
Τï κανïνικÞ µÛγεθïς δεÝγµατïς εÝναι 200 κÞνδυλïι. Η δïκιµασÝα Þµως µπïρεÝ να εæαρµïσθεÝ και για δεÝγµατα µικρÞτερα
των 200 κïνδυ� λων.

(2) ∆ ï κ ι µ η� ( - Û ς )  α ν Ý ø ν ε υ σ η ς
Για την ανÝøνευση της Ralstonia solanacearum µπïρεÝ να µην αρκεÝ απÞ πλευρÀς ευαισθησÝας η� αêιïπιστÝας η
πραγµατïπïÝηση µÝας µÞνïν δïκιµη� ς σε Ûνα δεÝγµα. Συνεπω� ς, συνιστÀται να πραγµατïπïιïυ� νται περισσÞτερες απÞ µÝα
δïκιµÛς, ïι ïπïÝες θα πρÛπει να âασÝúïνται κατÀ πρïτÝµηση σε διαæïρετικÛς âιïλïγικÛς αρøÛς.

(3) ∆ ï κ ι µ η� α ν ï σ ï æ θ ï ρ ι σ µ ï υ� ( I F )
Η δïκιµη� ανïσïæθïρισµïυ� εÝναι µÝα καλÀ καθιερωµÛνη δïκιµη� διαλïγη� ς. Τï γεγïνÞς αυτÞ συνιστÀ πλεïνÛκτηµα σε σøÛση
µε Àλλες δïκιµÛς πïυ δεν Ûøïυν ακÞµη αναπτυøθεÝ πλη� ρως η� δεν Ûøει ακÞµη επιâεâαιωθεÝ η εγκυρÞτητÀ τïυς. Η δïκιµη�
αυτη� øρησιµïπïιεÝται για πïλλÀ Àλλα καθïρισµÛνα âακτη� ρια, Þπως την Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.
ΒÀσει των καθïρισµÛνων παραµÛτρων ανÀγνωσης της µεθÞδïυ, αυτη� εÝναι µÝα ευαÝσθητη δïκιµη� [Þριï ευαισθησÝας 103-104

κυ� τταρα ανÀ ml εκøυλÝσµατïς ιúη� µατïς πατÀτας].
Η πïιÞτητα τïυ αντιïρïυ� απïτελεÝ κρÝσιµï παρÀγïντα για την αêιïπιστÝα των απïτελεσµÀτων της δïκιµη� ς. ΑπïδεκτïÝ
εÝναι µÞνïν αντιïρïÝ µε υψηλÞ τÝτλï (κατ’ ελÀøιστïν 2 000 για τïν αρøικÞ αντιïρÞ), Þλες δε ïι δïκιµÛς πρÛπει να
πραγµατïπïιïυ� νται µε τïν τÝτλï τïυ αντιïρïυ� η� µÝα αραÝωση κÀτω τïυ τÝτλïυ. ΠρïτιµÀται η Ûµµεση µÛθïδïς. Η Àµεση
µÛθïδïς µπïρεÝ να εæαρµïστεÝ εÀν τï επÝπεδï ευαισθησÝας και εêειδÝκευσης της δïκιµη� ς εÝναι ισïδυ� ναµï µε εκεÝνï της
Ûµµεσης µεθÞδïυ.
Η δïκιµη� IF Ûøει τï πλεïνÛκτηµα της υπïκειµενικη� ς ερµηνεÝας της µïρæïλïγÝας øρω� σεως των κυττÀρων και της Ûντασης
τïυ æθïρισµïυ� , øαρακτηριστικÀ πïυ παρÛøïυν στïιøεÝα σøετικÀ µε την εêειδÝκευση της αντÝδρασης. ΑπïτελεÝ συ� νηθες
æαινÞµενï η εµæÀνιση µη ειδικη� ς θετικη� ς αντÝδρασης (cross-reaction) ïρïλïγικÀ σøετιúïµÛνων âακτηρÝων, πïυ πρïÛρøï-
νται απÞ τï Ûδαæïς η� σøετÝúïνται µε ιστïυ� ς πατÀτας και Ûøïυν µïρæïλïγÝα κυττÀρων εκεÝνη τïυ Ralstonia solanacearum.
Η δïκιµη� IF µπïρεÝ να øρησιµïπïιηθεÝ ως η απïκλειστικη� δïκιµη� διαλïγη� ς, αν και σε περιπτω� σεις υπïψÝας µη εκλεκτικω� ν
αντιδρÀσεων µπïρεÝ να γÝνει µια επιπρÞσθετη δïκιµη� διαλïγη� ς πïυ âασÝúεται σε διαæïρετικη� âιïλïγικη� αρøη� . Σ’ αυτÛς τις
περιπτω� σεις η πιÞ κατÀλληλη δïκιµη� εÝναι η εκλεκτικη� απïµÞνωση επÝ στερεïυ� θρεπτικïυ� υπïστρω� µατïς.

(4) Ε κ λ ε κ τ ι κ η� α π ï µ Þ ν ω σ η  ε π Ý  σ τ ε ρ ε ï υ� υ π ï σ τ ρ ω� µ α τ ï ς
Με τï τρïπïπïιηµÛνï υλικÞ SMSA και τη µεθïδïλïγÝα εêÛτασης πïυ εêιδικευ� εται σ’ αυτη� τη µÛθïδï, αυτη� συνιστÀ µÝα
ευαÝσθητη και εκλεκτικη� δïκιµη� για τï Ralstonia solanacearum. Τï απïτÛλεσµα λαµâÀνεται 3-6 ηµÛρες µετÀ την
πρïετïιµασÝα τïυ δεÝγµατïς. Τï παθïγÞνï λαµâÀνεται απ’ ευθεÝας στην καλλιÛργεια και µπïρεÝ να ταυτïπïιηθεÝ ευ� κïλα.
Για την πλη� ρη εκµετÀλλευση των δυνατïτη� των της, η δïκιµη� απαιτεÝ να γÝνεται πρïσεκτικη� πρïετïιµασÝα των τεµαøÝων
ιστïυ� λαµâανïµÛνων απÞ τï σηµεÝï πρÞσæυσης τïυ στïλïνÝïυ για την απïæυγη� δευτερïγενω� ν âακτηρÝων σøετιúïµÛνων µε
τïυς κïνδυ� λïυς πατÀτας πïυ εÝναι ανταγωνιστÛς τïυ Ralstonia solanacearum στï θρεπτικÞ υπÞστρωµα και µπïρïυ� ν να
επηρεÀúïυν την ανÀπτυêη τïυ παθïγÞνïυ µικρïïργανισµïυ� .
ÃρισµÛνα âακτηριακÀ στελÛøη µπïρεÝ να αναπτυøθïυ� ν πïλυ� λÝγï καθω� ς τα συστατικÀ τïυ υπïστρω� µατïς µπïρεÝ να
επηρεÀσïυν τïν ïργανισµÞ-στÞøï. ÌρειÀúεται επÝσης πρïσïøη� ω� στε τï Ralstonia solanacearum να διαæïρïπïιεÝται απÞ
τυøÞν Àλλα âακτη� ρια πïυ µπïρεÝ να αναπτυøθïυ� ν στï θρεπτικÞ υπÞστρωµα. Η εκλεκτικη� απïµÞνωση µπïρεÝ να
øρησιµïπïιηθεÝ ως απïκλειστικη� δïκιµη� διαλïγη� ς µε την πρïυMπÞθεση Þτι σε περιπτω� σεις πïυ υπÀρøει υπïψÝα παρεµπÞ-
δισης της ανÀπτυêης τïυ Ralstonia solanacearum απÞ Àλλα âακτη� ρια επÝ των τρυâλÝων, και πρïκυ� πτει αρνητικÞ
απïτÛλεσµα, τï δεÝγµα επανεêετÀúεται øρησιµïπïιω� ντας διαæïρετικη� δïκιµη� για την επικυ� ρωση η� απÞρριψη της
διÀγνωσης. Στις περιπτω� σεις αυτÛς, η δïκιµη� IF εÝναι η καταλληλÞτερη.

(5) ∆ ï κ ι µ η� E L I S A
Η δïκιµη ELISA εÝναι εν γÛνει λιγÞτερï ευαÝσθητη απÞ τη δïκιµη� IF (Þριï ευαισθησÝας 104-105 κυ� τταρα ανÀ ml
εκøυλÝσµατïς ιúη� µατïς πατÀτας). Η δïκιµη� εÝναι æθηνη� και γρη� γïρη, εÝναι Þµως εν γÛνει πιï επιρρεπη� ς στην εµæÀνιση
εσæαλµÛνων θετικω� ν (µη ειδικω� ν θετικω� ν αντιδρÀσεων) απïτελεσµÀτων και εσæαλµÛνων αρνητικω� ν (παρεµπÞδιση απÞ
æαινïλικÀ µÞρια στï εκøυ� λισµα πατÀτας) απïτελεσµÀτων. Ãι απαιτη� σεις απÞ πλευρÀς εêειδÝκευσης τïυ αντιïρïυ� εÝναι
εêαιρετικÀ µεγÀλες. Η δïκιµη� ELISA δεν µπïρεÝ να øρησιµïπïιηθεÝ ως απïκλειστικη� δïκιµη� εêÛτασης.

(6) ∆ ï κ ι µ η� PCR ( α λ υ σ ι δ ω τ η� α ν τ Ý δ ρ α σ η  π ï λ υ µ ε ρ À σ η ς )
Η ανÝøνευση µε PCR εÝναι πïλυ� ευαÝσθητη. Αν και σε Ûνα δεÝγµα εÝναι δυνατÞν να ανιøνευθεÝ ακÞµη και Ûνα µεµïνωµÛνï
µÞριï DNA, η δïκιµη� παρεµπïδÝúεται ευ� κïλα απÞ διÀæïρα συστατικÀ τïυ εκøυλÝσµατïς τïυ æυτïυ� η� τïυ κïνδυ� λïυ πïυ
ïδηγïυ� ν σε εσæαλµÛνï αρνητικÞ απïτÛλεσµα. ÃρισµÛνες καλλιεργïυ� µενες πïικιλÝες πατÀτας περιÛøïυν περισσÞτερïυς
παρεµπïδιστÛς απÞ Àλλες. ÌρειÀúεται επïµÛνως ïι παρεµπïδιστÛς αυτïÝ να απïµακρυ� νïνται. Η παρεµπÞδιση µπïρεÝ να
µειωθεÝ µε αραÝωση αλλÀ Ûτσι αραιω� νïνται και ïι πληθυσµïÝ τïυ Ralstonia solanacearum. ΙδιαÝτερη πρïσïøη� πρÛπει να
δÝνεται σε Þλα τα στÀδια ετïιµασÝας τïυ δεÝγµατïς και της δïκιµη� ς για να απïκλεÝεται τυøÞν µÞλυνση πïυ θα µπïρïυ� σε
να ïδηγη� σει σε εσæαλµÛνα θετικÀ απïτελÛσµατα. Γι’ αυτÞ η Àµεση PCR δεν µπïρεÝ να øρησιµïπïιηθεÝ ως η απïκλειστικη�
δïκιµη� εêÛτασης.

(7) ∆ ï κ ι µ η� ε µ π λ ï υ τ ι σ µ ï υ�
ΕπωÀúïντας δεÝγµατα εκøυλÝσµατïς ιúη� µατïς πατÀτας σε Ûνα ηµιεκλεκτικÞ θρεπτικÞ úωµÞ, Þπως ï τρïπïπïιηµÛνïς
SMSA, µπïρïυ� µε να επιτυ� øïυµε τïν πïλλαπλασιασµÞ τïυ Ralstonia solanacearum. Τï σηµαντικÞτερï Ýσως στην
περÝπτωση αυτη� εÝναι Þτι Ûτσι αραιω� νïνται και ïι εν δυνÀµει παρεµπïδιστÛς της δïκιµη� ς ELISA η� PCR. �Ετσι, η Ralstonia
solanacearum σε εµπλïυτισµÛνï úωµÞ µπïρεÝ να ανιøνευθεÝ µε τις µεθÞδïυς IF, ELISA και PCR. Συνιστïυ� µε να µη γÝνεται
Àµεση απïµÞνωση επÝ στερεïυ� υπïστρω� µατïς απÞ τïυς εµπλïυτισµÛνïυς úωµïυ� ς. Ãι µÛθïδïι αυτÛς εµπλïυτισµïυ� δεν
Ûøïυν δïκιµαστεÝ επισταµÛνως. ΠεριλαµâÀνïνται στï παρÞν γιατÝ Ûøïυν καλÛς πρïïπτικÛς. Εντïυ� τïις, λÞγω της σøετικη� ς
Ûλλειψης εµπειριω� ν, δεν µπïρïυ� ν να øρησιµïπïιηθïυ� ν ως απïκλειστικÛς µÛθïδïι ανιøνευ� σεως.

(8) Β ι ï δ ï κ ι µ η�
Η âιïδïκιµη� øρησιµïπïιεÝται για την απïµÞνωση τïυ Ralstonia solanacearum απÞ ιúη� µατα εκøυλισµÀτων πατÀτας κατÞπιν
εκλεκτικïυ� εµπλïυτισµïυ� σε Ûνα æυτÞ êενιστη� και µπïρεÝ να γÝνει σε æυτÀ τïµÀτας η� µελιτúÀνας. Η δïκιµη� απαιτεÝ
Àριστες συνθη� κες επωÀσεως Þπως καθïρÝúïνται στη µÛθïδï αυτη� , κατÀ πÀσα πιθανÞτητα, τυøÞν âακτη� ρια πïυ δρïυν
παρεµπïδιστικÀ Ûναντι τïυ Ralstonia solanacearum σε SMSA δεν δρïυν παρεµâατικÀ στη δïκιµη� αυτη� .

(9) ∆ ï κ ι µ η� ( - Û ς )  ε π ι â ε â α Ý ω σ η ς
ΑêιÞπιστη ταυτïπïÝηση καθαρη� ς καλλιÛργειας Ralstonia solanacearum επιτυγøÀνεται µε µÝα τïυλÀøιστïν απÞ τις δïκιµÛς
πïυ παρατÝθενται στï µÛρïς ΙΙ.4.1 σε συνδυασµÞ µε µÝα δïκιµη� παθïγÛνειας (µÛρïς ΙΙ.4.3). Ã øαρακτηρισµÞς τïυ
στελÛøïυς εÝναι πρïαιρετικÞς, αλλÀ συστη� νεται για κÀθε νÛα περÝπτωση.
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ΤΜΗΜΑ ΙΙ

∆ΙΑΓΝΩΣΗ ΤΗΣ ΚΑΣΤΑΝΗΣ ΣΗΨΗΣ ΣΕ ΚÃΝ∆ΥΛÃΥΣ ΠΑΤΑΤΑΣ ΚΑΙ ΤΗΣ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΗΣ ΜΑΡΑΝΣΗΣ ΣΕ
ΦΥΤΑ ΠΑΤΑΤΑΣ ΚΑΙ ΤÃΜΑΤΑΣ

1. Συµπτω� µατα

1.1. Σ υ µ π τ ω� µ α τ α  σ τ η ν  π α τ À τ α

Στï æυτÞ της πατÀτας στï αρøικÞ στÀδιï της ασθÛνειας εµæανÝúεται µαρασµÞς των æυ� λλων πρïς την κïρυæη� τïυ æυτïυ� σε
υψηλÛς θερµïκρασÝες κατÀ τη διÀρκεια της ηµÛρας µε ανÀληψη κατÀ τη διÀρκεια της νυ� øτας. Συ� ντïµα ï µαρασµÞς
καθÝσταται µη αναστρÛψιµïς και ïδηγεÝ στï θÀνατï τïυ æυτïυ� . Ã αγγειω� δης ιστÞς σε εγκαρσÝως κïµµÛνα στελÛøη απÞ
µαραµÛνα æυτÀ µπïρεÝ να γÝνει καστανÞς, απÞ δε την κïµµÛνη επιæÀνεια εκρÛει, η� µπïρεÝ να εêÛλθει ευ� κïλα συµπιÛúïντÀς
την, Ûνα γαλακτω� δες εêÝδρωµα. �Ãταν Ûνα κïµµÛνï στÛλεøïς τïπïθετηθεÝ κατακÞρυæα µÛσα σε νερÞ, απÞ τις αγγειω� δεις
δÛσµες εκρÛïυν κλωστÛς γλïιω� δïυς υγρïυ� .

Στïν κÞνδυλï της πατÀτας ïι κÞνδυλïι πρÛπει να κÞâïνται εγκαρσÝως κïντÀ στï σηµεÝï πρÞσæυσης τïυ στïλïνÝïυ. Στï
αρøικÞ στÀδιï της ασθÛνειας εµæανÝúεται Ûνας υαλω� δïυς Þψεως, κÝτρινïς πρïς ανïικτÞ καστανÞ, µεταøρωµατισµÞς τïυ
αγγειω� δïυς δακτυλÝïυ απÞ τïν ïπïÝï εκρÛει αυθÞρµητα µετÀ λÝγα λεπτÀ η� µετÀ απÞ ελαæρÀ πÝεση µε τïυς αντÝøειρες στï
æλïιÞ κïντÀ στην κïµµÛνη επιæÀνεια, Ûνα υπÞλευκï εêÝδρωµα. ΑργÞτερα, ï αγγειακÞς µεταøρωµατισµÞς καθÝσταται
εντïνÞτερα καστανÞς και η νÛκρωση µπïρεÝ να επεκταθεÝ στïν παρεγøυµατω� δη ιστÞ. Σε πρïκεøωρηµÛνα στÀδια της
ασθÛνειας, η µÞλυνση εκδηλω� νεται εêωτερικÀ απÞ τï σηµεÝï πρÞσæυσης τïυ στïλïνÝïυ και τïυς ïæθαλµïυ� ς και εµæανÝúïνται
στην επιδερµÝδα ερυθρïκÀστανες, ελαæρω� ς âαθïυλωµÛνες κηλÝδες απÞ τις ïπïÝες µπïρεÝ να εκρÛει âακτηριακÞ εêÝδρωµα
πρïκαλω� ντας την πρïσκÞλληση σωµατιδÝων τïυ εδÀæïυς.

1.2. Σ υ µ π τ ω� µ α τ α  σ τ η ν  τ ï µ À τ α

Στï æυτÞ της τïµÀτας: Τï πρω� τï ïρατÞ συ� µπτωµα εÝναι η Ûλλειψη σπαργη� ς στα νεαρÀ æυ� λλα. ΥπÞ περιâαλλïντικÛς συνθη� κες
πïυ εÝναι ευνïϊκÛς για τï παθïγÞνï (θερµïκρασÝα εδÀæïυς 25°C, ατµÞσæαιρα κïρεσµÛνη σε υγρασÝα), µÛσα σε λÝγες µÛρες
εµæανÝúεται επιναστÝα και µαρασµÞς της µιας πλευρÀς η� και ïλÞκληρïυ τïυ æυτïυ� , στη συνÛøεια δε πλη� ρης κατÀρρευση τïυ
æυτïυ� . ΥπÞ λιγÞτερï ευνïϊκÛς συνθη� κες (θερµïκρασÝα εδÀæïυς κÀτω των 21 °C), αναπτυ� σσεται µεγÀλïς αριθµÞς τυøαÝων
ριúω� ν επÝ τïυ στελÛøïυς. ΕνÝïτε, κατÀ µη� κïς τïυ στελÛøïυς, εµæανÝúεται λιπαρÞ νη� µα πïυ απïτελεÝ Ûνδειêη της νÛκρωσης τïυ
αγγειακïυ� συστη� µατïς. Σε εγκÀριες τïµÛς τïυ στελÛøïυς, απÞ τïυς καστανÞøρωµα µεταøρωµατισµÛνïυς αγγειακïυ� ς ιστïυ� ς
εκρÛïυν σταγÞνες λευκïυ� η� υπïκÝτρινïυ âακτηριακïυ� εêιδρω� µατïς.

2. ∆ïκιµÛς ταøεÝας διαλïγη� ς

Ãι δïκιµÛς ταøεÝας διαλïγη� ς διευκïλυ� νïυν την πρïκαταρκτικη� διÀγνωση. ΜπïρεÝ να øρησιµïπïιηθεÝ µÝα η� περισσÞτερες απÞ
τις ακÞλïυθες δïκιµÛς:

∆ïκιµη� εκκρÝσεων απÞ τï στÛλεøïς

Η παρïυσÝα Ralstonia solanacearum σε µαραµÛνα στελÛøη πατÀτας µπïρεÝ να εκτιµηθεÝ µε την ακÞλïυθη απλη� πρïκαταρκτι-
κη� δïκιµη� :

ΚÞâïυµε τï στÛλεøïς πÀνω ακριâω� ς απÞ τï Ûδαæïς. Τïπïθετïυ� µε την κïµµÛνη επιæÀνεια σε πïτη� ρι úÛσεως µε νερÞ. ΛÝγï
µετÀ, απÞ τις αγγειω� δεις δÛσµες αρøÝúει να τρÛøει αυθÞρµητα µε µïρæη� κλωστω� ν Ûνα âακτηριακÞ γλïιω� δες Ûκκριµα. ΚανÛνα
απÞ τα âακτη� ρια πïυ πρïκαλïυ� ν αδρïâακτηρÝωση σε æυτÀ της πατÀτας, δεν εµæανÝúει τï æαινÞµενï αυτÞ.

ΑνÝøνευση πïλυ-ß-υδρïêυâïυτυρικω� ν (PHB) κïκκÝων

Τα κïκκÝα PHB στα κυ� τταρα τïυ Ralstonia solanacearum καθÝστανται ïρατÀ διÀ øρω� σεως µε Nile Blue A η� µε Sudan
Black B.

ΠαρασκευÀúïυµε επÝøρισµα τïυ εêιδρω� µατïς η� τïυ αιωρη� µατïς τïυ ιστïυ� σε αντικειµενïæÞρï πλÀκα µικρïσκïπÝïυ η�
επÝøρισµα 48ωρης καλλιÛργειας σε YPGA η� SPA (πρïσÀρτηµα 1). ΠαρασκευÀúïυµε επÝσης επιøρÝσµατα στελÛøïυς âιïπïικι-
λÝας 2, æυλη� ς 3, ως θετικïυ� ς µÀρτυρες, και αν θεωρηθεÝ øρη� σιµï Ûνα επÝøρισµα ετερïλÞγïυ στελÛøïυς, ως αρνητικÞ
µÀρτυρα.

Αæη� νïυµε να êηρανθïυ� ν. ΠερνÀµε µερικÛς æïρÛς γρη� γïρα την κÀτω πλευρÀ της αντικειµενïæÞρïυ πλÀκας µÛσα απÞ æλÞγα
µÛøρι να πρïσηλωθεÝ τï επÝøρισµα.

∆ ï κ ι µ η� N i l e  B l u e

1. Περιλïυ� úïυµε τï πρïσηλωµÛνï επÝøρισµα µε 1% υδατικÞ διÀλυµα Nile Blue A και τï αæη� νïυµε για επω� αση επÝ 10 λεπτÀ
στïυς 55°C.

2. ΑπïστραγγÝúïυµε τï διÀλυµα øρω� σεως, πλÛνïυµε την πλÀκα για λÝγï πρïσεκτικÀ µε ρÛïν νερÞ της âρυ� σης και
απïµακρυ� νïυµε την περÝσσεια τïυ νερïυ� µε απïρρïæητικÞ øαρτÝ.

3. Περιλïυ� úïυµε τï επÝøρισµα µε 8% υδατικÞ διÀλυµα ïêικïυ� ïêÛïς και τï αæη� νïυµε για επω� αση επÝ 1 λεπτÞ σε
θερµïκρασÝα εργαστηρÝïυ.

4. ¥επλÛνïυµε ελαæρÀ µε ρÛïν νερÞ της âρυ� σης και τï στεγνω� νïυµε µε απïρρïæητικÞ øαρτÝ.

5. ¥αναρÝøνïυµε µÝα σταγÞνα νερÞ και τïπïθετïυ� µε µÝα καλυπτρÝδα.

6. ΕêετÀúïυµε τï øρωσµÛνï επÝøρισµα µε µικρïσκÞπιï επιæθïρισµïυ� στα 450 nm µε ελαιïκαταδυτικÞ æακÞ σε µεγÛθυνση
1 000 ×.

ΕæÞσïν υπÀρøïυν κïκκÝα PHB αυτÀ æθïρÝúïυν µε λαµπρÞ πïρτïκαλÝ øρω� µα. Τα κïκκÝα παρατηρïυ� νται επÝσης και σε
κανïνικÞ æως για να ελεγøθεÝ αν εÝναι ενδïκυτταρικÀ και αν η κυτταρικη� µïρæïλïγÝα εÝναι η τυπικη� µïρæïλïγÝα τïυ
Ralstonia solanacearum.
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∆ ï κ ι µ η� S u d a n  B l a c k

1. Περιλïυ� úïυµε τï πρïσηλωµÛνï επÝøρισµα µε διÀλυµα 0,3% Sudan Black B σε 70% αιθανÞλη και τï αæη� νïυµε για επω� αση
επÝ 10 λεπτÀ σε θερµïκρασÝα εργαστηρÝïυ.

2. ΑπïστραγγÝúïυµε τï διÀλυµα øρω� σεως, êεπλÛνïυµε για λÝγï µε νερÞ της âρυ� σης και απïµακρυ� νïυµε την περÝσσεια τïυ
νερïυ� µε απïρρïæητικÞ øαρτÝ.

3. ΒυθÝúïυµε τï επÝøρισµα για µικρÞ øρïνικÞ διÀστηµα σε êυλÞλη και τï στεγνω� νïυµε µε απïρρïæητικÞ øαρτÝ.

Πρïσïøη� ! Η êυλÞλη εÝναι επιâλαâη� ς, γι’ αυτÞ πρÛπει να εργαúÞµαστε σε απαγωγÞ εστÝα.

4. Περιλïυ� úïυµε τï επÝøρισµα µε 0,5% (â/ï) υδατικÞ διÀλυµα σαæρανÝνης και τï αæη� νïυµε για 10 δευτερÞλεπτα σε
θερµïκρασÝα εργαστηρÝïυ.

Πρïσïøη� ! Η σαæρανÝνη εÝναι επιâλαâη� ς, γι’ αυτÞ πρÛπει να εργαúÞµαστε σε απαγωγÞ εστÝα.

5. ¥επλÛνïυµε η� πια µε ρÛïν νερÞ της âρυ� σης, στεγνω� νïυµε µε απïρρïæητικÞ øαρτÝ και τïπïθετïυ� µε µÝα καλυπτρÝδα.

6. ΕêετÀúïυµε τï øρωσµÛνï επÝøρισµα σε æωτïµικρïσκÞπιï µε ελαιïκαταδυτικÞ æακÞ και µε κλÝµακα µεγÛθυνσης 1 000 ×.

Τα κïκκÝα PHB στα κυ� τταρα της Ralstonia solanacearum εµæανÝúïνται øρωσµÛνα µπλε-µαυ� ρα. Τï κυτταρικÞ τïÝøωµα
εµæανÝúεται µε ρïú øρω� ση.

�Α λ λ ε ς  δ ï κ ι µ Û ς

�Αλλες κατÀλληλες δïκιµÛς διαλïγη� ς εÝναι η δïκιµη� IF (µÛρïς ΙΙΙ.2) η δïκιµη� ELISA (µÛρïς ΙΙΙ.3) και η δïκιµη� PCR
(µÛρïς ΙΙΙ.4).

3. ∆ιαδικασÝα απïµÞνωσης

3.1. ΛαµâÀνεται εêÝδρωµα η� τµη� µατα µεταøρωµατισµÛνïυ ιστïυ� απÞ τïν αγγειω� δη δακτυ� λιï τïυ κïνδυ� λïυ πατÀτας η� τις
αγγειω� δεις δÛσµες τïυ στελÛøïυς πατÀτας η� τïµατ� ας. ΠαρασκευÞúεται αιω� ρηµα των ανωτÛρω σε µικρÞ Þγκï απïστειρωµÛνïυ
απεσταγµÛνïυ νερïυ� η� σε 50 mM æωσæïρικïυ� ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς. Τï αιω� ρηµα αæη� νεται για 5-10 λεπτÀ πÀνω στïν
πÀγκï.

3.2. ΠαρασκευÀúïνται σειρÛς δεκαπλω� ν αραιω� σεων τïυ αιωρη� µατïς π.ø. 1/10 και 1/100 η� περισσÞτερες αν θεωρηθεÝ απαραÝ-
τητï.

3.3. ΣυγκεκριµÛνη πïσÞτητα τïυ αιωρη� µατïς και των αραιω� σεων µεταæÛρεται σε γενικη� ς øρη� σης θρεπτικÞ υπÞστρωµα (NA,
YPGA και SPA, πρïσÀρτηµα 1) η� /και σε υπÞστρωµα τïυ Kelman µε tetrazolium (πρïσÀρτηµα 1) η� /και σε εκλεκτικÞ
υπÞστρωµα SMSA (πρïσÀρτηµα 7) και απλω� νεται η� εêαπλω� νεται γραµµωτÀ µε κατÀλληλη τεøνικη� αραιω� σεως επÝ τïυ
υπïστρω� µατïς. Αν θεωρηθεÝ øρη� σιµï, πρïετïιµÀúïνται êεøωριστÀ τρυâλÝα απÞ κÀθε υπÞστρωµα µε αραιωµÛνï αιω� ρηµα
καλλιÛργειας παθïγÞνïυ στελÛøïυς Ralstonia solanacearum âιïπïικιλÝας 2, æυλη� ς 3 πïυ øρησιµïπïιεÝται ως θετικÞς
µÀρτυρας.

3.4. Τα τρυâλÝα επωÀúïνται 3 ηµÛρες στïυς 28°C. Η επω� αση µπïρεÝ να παραταθεÝ στις 6 ηµÛρες, αν η ανÀπτυêη εÝναι αργη� , αλλÀ
ïι απïικÝες επÝ SMSA συøνÀ γÝνïνται µη τυπικÛς και νεκρω� νïνται.

Στα γενικη� ς øρη� σεως θρεπτικÀ υπïστρω� µατα ïι παθïγÞνες απïµïνω� σεις Ralstonia solanacearum αναπτυ� σσïυν µαργαριτω� -
δïυς øρïιÀς λευκÛς, επÝπεδες, ακανÞνιστες και ρευστω� δεις απïικÝες πïυ εµæανÝúïυν συøνÀ øαρακτηριστικÛς σπεÝρες.

Σε υπÞστρωµα Kelman µε tetrazolium, τυπικÛς απïικÝες παθïγÞνων απïµïνω� σεων τïυ Ralstonia solanacearum εÝναι
κρεµω� δεις, επÝπεδες, µε ακανÞνιστï περιθω� ριï και υδαρεÝς µε αιµατÛρυθρες ελικω� σεις στï κÛντρï. Μη παθïγÞνες απïµïνω� -
σεις τïυ Ralstonia solanacearum αναπτυ� σσïυν âïυτυρω� δεις Ûντïνα ερυθρÛς απïικÝες.

Στï SMSA, τυπικÛς απïικÝες παθïγÞνων απïµïνω� σεων τïυ Ralstonia solanacearum αναπτυ� σσïυν γαλακτω� δïυς øρïιÀς
λευκÛς, επÝπεδες, ακανÞνιστες στï περιθω� ριï και ρευστω� δεις απïικÝες µε αιµατÛρυθρα κÛντρα.

Ãι µη παθïγÞνες µïρæÛς Ralstonia solanacearum αναπτυ� σσïυν λιγÞτερï ρευστω� δες απïικÝεις, ïι ïπïÝες στï SMSA
εµæανÝúïνται τελεÝως ρïú πρïς ερυθρÛς.

3.5. Ãι απïικÝες µε øαρακτηριστικη� µïρæïλïγÝα καθαρÝúïνται µε εκ νÛïυ καλλιÛργεια σε γενικη� ς øρη� σεως θρεπτικÞ υπÞστρωµα.
ΠρÛπει να απïæευ� γïνται επανειληµµÛνες εκ νÛïυ καλλιÛργειες γιατÝ αυτÞ µπïρεÝ να ïδηγη� σει σε µεÝωση της παθïγÛνειας.

4. ∆ïκιµη(-Ûς) επιâεâαÝωσης

4.1. ΤαυτïπïÝηση τïυ Ralstonia solanacearum

Η ταυτïπïÝηση καθαρω� ν καλλιεργειω� ν τïυ Ralstonia solanacearum γÝνεται µε µÝα απÞ τις ακÞλïυθες διαδικασÝες:

Θ ρ ε π τ ι κ Û ς  κ α ι  ε ν ú υ µ α τ ι κ Û ς  δ ï κ ι µ Û ς

ΣηµεÝωση: Να περιλαµâÀνïνται κατÀλληλα στελÛøη ως µÀρτυρες σε κÀθε δïκιµη� .
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Η Ralstonia solanacearum παρïυσιÀúει η� Þøι εν γÛνει τις ακÞλïυθες æαινïτυπικÛς ιδιÞτες:

ΦθïρÝúïυσα øρωστικη� −
�Εγκλειστα PHB +
∆ïκιµη� ïêεÝδωσης/úυ� µωσης (O/F) O+/F−
ΚαταλÀση +

ÃêειδÀση Kovac’s +

Αναγωγη� νιτρικω� ν +

ÌρησιµïπïÝηση κιτρικω� ν +

ΑνÀπτυêη σε 40°C −

ΑνÀπτυêη σε 1% NaCl +

ΑνÀπτυêη σε 2% NaCl −
∆ιυδρïλÀση αργινÝνης −
ΡευστïπïÝηση úελατÝνης −
ΥδρÞλυση αµυ� λïυ −
ΥδρÞλυση αισκïυλÝνης −
Παραγωγη� levan −

ΥλικÀ και µÛθïδïι παρÛøïνται στην εργασÝα των Lelliott & Stead (1987).

∆ ï κ ι µ η� I F

ΠαρασκευÀúïυµε αιω� ρηµα 106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ την καλλιÛργεια και Ûνα θετικÞ µÀρτυρα. ΠαρασκευÀúïυµε επÝσης µÝα
σειρÀ αραιω� σεων τïυ αντιïρïυ� στï διπλÀσιï. ΕæαρµÞúïυµε τη διαδικασÝα IF (µÛρïς ΙΙΙ.2). Ã τÝτλïς IF της καλλιÛργειας
πρÛπει να εÝναι ισïδυ� ναµïς µε εκεÝνïν τïυ θετικïυ� µÀρτυρα.

∆ ï κ ι µ η� E L I S A

ΠαρασκευÀúïυµε αιω� ρηµα .106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ την καλλιÛργεια και Ûνα θετικÞ µÀρτυρα. ΕæαρµÞúïυµε τη διαδικασÝα
ELISA (µÛρïς ΙΙΙ.3). Ã τÝτλïς ELISA της καλλιÛργειας πρÛπει να εÝναι ισïδυ� ναµïς µε εκεÝνïν τïυ θετικïυ� µÀρτυρα.

∆ ï κ ι µ η� P C R

ΠαρασκευÀúïυµε αιω� ρηµα 106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ την καλλιÛργεια και Ûνα θετικÞ µÀρτυρα. ΕæαρµÞúïυµε τη διαδικασÝα
PCR (µÛρïς ΙΙΙ.4). Τï πρïϊÞν PCR της καλλιÛργειας πρÛπει να Ûøει τï Ýδιï µÛγεθïς και µïρæη� REA µε εκεÝνα τïυ θετικïυ�
µÀρτυρα.

Φ θ ï ρ Ý ú ω ν  in  s i tu  υ â ρ ι δ ι σ µ Þ ς  ( F I S H )

ΠαρασκευÀúïυµε αιω� ρηµα 106 κυττÀρων ml απÞ την καλλιÛργεια και Ûνα θετικÞ µÀρτυρα. ΕæαρµÞúïυµε τη διαδικασÝα FISH
(van Beuningen ετ αλ., 1995) øρησιµïπïιω� ντας τïν εκκινητη� (primer) PCR OLI-1 (Seal et al., 1993). Η καλλιÛργεια πρÛπει να
εµæανÝúει την Ýδια αντÝδραση µε τï θετικÞ µÀρτυρα.

Π ρ ï æ Ý λ  π ρ ω τ ε ϊ ν ω� ν

Ãι µετïυσιωµÛνες ïλïκυτταρικÛς πρωτεινες διαøωρÝúïνται µε ηλεκτρïæÞρηση σε πηκτη� πïλυακρυλαµÝδιïυ — PAGE (Stead,
1992a).

ΠρïæÝλ  σε  λ ιπαρÀ ïêÛα  ( F A P )

Αναπτυ� σσïυµε την καλλιÛργεια και Ûνα στÛλεøïς θετικïυ� µÀρτυρα για 48 ω� ρες στïυς 28°C σε trypticase soy agar και
εæαρµÞúïυµε τη διαδικασÝα FAP (Janse, 1991, Stead, 1992a, Stead, 1992b). Τï πρïæÝλ λιπαρω� ν ïêÛων της καλλιÛργειας πρÛπει
να εÝναι Ýδιï µε εκεÝνï τïυ θετικïυ� µÀρτυρα. Στις καθïρισµÛνες συνθη� κες, τα øαρακτηριστικÀ λιπαρÀ ïêÛα εÝναι 14:0 3ÃΗ,
16:0 2ÃΗ, 16:1 2ÃΗ και 18:1 2ÃΗ.

4.2. ÌαρακτηρισµÞς στελÛøïυς

Ã øαρακτηρισµÞς τïυ στελÛøïυς εÝναι πρïαιρετικÞς αλλÀ συστη� νεται για κÀθε νÛα περÝπτωση, øρησιµïπïιω� ντας τïυλÀøιστïν
µÝα απÞ τις ακÞλïυθες διαδικασÝες:
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Ì α ρ α κ τ η ρ ι σ µ Þ ς  â ι ï π ï ι κ ι λ Ý α ς

Η Ralstonia solanacearum διαøωρÝúεται σε âιïπïικιλÝες âÀσει της ικανÞτητÀς της να παρÀγει ïêυ� απÞ τρεις εêïúïαλκïÞλες
και τρÝα σÀκøαρα (Hayward, 1964 & 1994).

ΒιïπïικιλÝα

1 2 3 4 5

Ìρη� ση:

— µαλτÞúης − + + − +

— λακτÞúης − + + − +

— κελλïâιÞúης − + + − +

— µαννιτÞλης − − + + +

— σïρâιτÞλης − − + + −
— δïυλκιτÞλης − − + + −

Με πρÞσθετες δïκιµÛς, η âιïπïικιλÝα 2 µπïρεÝ να διαæïρïπïιηθεÝ σε υπïæαινïτυ� πïυς (Hayward, 1994):

ΒιïπïικιλÝα 2 ΒιïπïικιλÝα 2-Α ΒιïπïικιλÝα 2-Τ

Ìρη� ση τρεαλÞúης − + +

Ìρη� ση ινïσιτÞλης + − +

Ìρη� ση D-ριâÞúης − − +

Πηκτινïλυτικη� δρÀση µικρη� µικρη� µεγÀλη

Π ρ ï σ δ ι ï ρ ι σ µ Þ ς  æ υ λ η� ς

Η æυλη� (Buddenhagen et al., 1962) µπïρεÝ να πρïσδιïρισθεÝ µε âÀση µÝα δïκιµη� παθïγÛνειας σε æυτÀ τïµÀτας η� µελιτúÀνας
και σε æυτÀ καπνïυ� και µε µÝα αντÝδραση υπερευαισθησÝας (HR) σε æυ� λλα καπνïυ� (Lozano και Sequeira, 1970):

Φυλη� (*)

1 2 3

ΑντÝδραση σε:

— æυτÀ τïµÀτας/µελιτúÀνας µαρασµÞς µη αντÝδραση µαρασµÞς

— æυτÀ καπνïυ� µαρασµÞς µη αντÝδραση µη αντÝδραση

— æυ� λλα καπνïυ� νÛκρωση (48 ω� ρες) και
µαρασµÞς (7-8 ηµ.)

ΗΡ (12-24 ω� ρες) øλω� ρωση (2-8 ηµÛρες)

(*) Η æυλη� 4 (παθïγÞνïς στï ginger και µερικïυ� ς Àλλïυς êενιστÛς) και η æυλη� 5 (παθïγÞνïς στη µïυριÀ µÞνï) δεν περιλαµâÀνïνται.

Ã øαρακτηρισµÞς της æυλη� ς µε τις δïκιµÛς παθïγÛνειας η� υπερευαισθησÝας σε καπνÞ, δεν εÝναι Ýσως πïλυ� αêιÞπιστïς και αντ’
αυτω� ν µπïρεÝ να πρïκυ� ψει απÞ τη âιïπïικιλÝα και τï æυσικÞ êενιστη� πρïÛλευσης.

Τï γενωµικÞ απïτυ� πωµα

Η µïριακη� διαæïρïπïÝηση των στελεøω� ν στï συ� µπλïκï Ralstonia solanacearum µπïρεÝ να γÝνει µε:

ΑνÀλυση RFLP (Cook et al., 1989)

Επαναληπτικη� αλληλïυøÝα PCR [REP-, ERIC- & BOX-PCR (Louws et al., 1995¯ Smith et al., 1995)].

4.3. ∆ïκιµη� παθïγÛνειας

Η δïκιµη� αυτη� απïσκïπεÝ στην επιâεâαÝωση της διÀγνωσης τïυ Ralstonia solanacearum και την εκτÝµηση της παθïγÛνειας
των καλλιεργειω� ν πïυ ταυτïπïιïυ� νται ως Ralstonia solanacearum.

ΠαρασκευÀúïυµε µÞλυσµα µε 106 κυ� τταρα ανÀ ml απÞ την καλλιÛργεια και Ûνα θετικÞ στÛλεøïς µÀρτυρα. Μïλυ� νïυµε 5-10
æυτÀ τïµÀτας η� µελιτúÀνας στï τρÝτï κατÀ πρïτÝµηση πραγµατικÞ στÀδιï æυλλïæïρÝας (µÛρïς ΙΙΙ.6). Αæη� νïυµε για επω� αση
µÛøρι 2 εâδïµÀδες σε θερµïκρασÝα 22-28 °C και υψηλη� σøετικη� υγρασÝα µε καθηµερινÞ πÞτισµα. Παρατηρïυ� µε αν
εµæανÝúïνται συµπτω� µατα µαρασµïυ� η� /και επιναστÝα, øλω� ρωση η� νανισµÞς.

Απïµïνω� νïυµε απÞ æυτÀ πïυ παρïυσιÀúïυν συµπτω� µατα, ως ακïλïυ� θως:

— αæαιρïυ� µε Ûνα µÛρïς ιστïυ� απÞ τï στÛλεøïς, 2 cm πÀνω απÞ τï σηµεÝï µÞλυνσης,

— τεµαøÝúïυµε τïυς ιστïυ� ς και παρασκευÀúïυµε αιω� ρηµα σε Ûνα µικρÞ Þγκï απïστειρωµÛνïυ, απïσταγµÛνïυ νερïυ� η� σε
50 mM æωσæïρικïυ� ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς. Ακïλïυ� θως γÝνεται εêÀπλωση επÝ στερεïυ� θρεπτικïυ� υπïστρω� µατïς,
επω� αση και Ûλεγøïς παρïυσÝας τυπικω� ν απïικιω� ν τïυ Ralstonia solanacearum.
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ΜΕΡÃΣ ΙΙΙ

ΑΝΙÌΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΤΑΥΤÃΠÃΙΗΣΗ RALSTONIA SOLANACEARUM ΣΕ ∆ΕΙΓΜΑΤΑ ΚÃΝ∆ΥΛΩΝ ΠΑΤΑΤΑΣ

ΣηµεÝωση: Τï κανïνικÞ µÛγεθïς δεÝγµατïς εÝναι 200 κÞνδυλïι. Η δïκιµασÝα Þµως µπïρεÝ να εæαρµïσθεÝ και για δεÝγµατα µικρÞτερα των
200 κïνδυ� λων.

1. ΠρïετïιµασÝα τïυ δεÝγµατïς για δïκιµη�

ΣηµεÝωση: Τï εκøυλισµÛνï Ýúηµα πατÀτας πïυ λαµâÀνεται µε τη διαδικασÝα αυτη� µπïρεÝ να øρησιµïπïιηθεÝ και για την
ανÝøνευση της Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

ΕæÞσïν κριθεÝ σκÞπιµï, µπïρïυ� ν να γÝνïυν και ïι εêη� ς πρïκαταρκτικÛς εργασÝες:

i) τï δεÝγµα επωÀúεται στïυς 25-30°C για διÀστηµα µÛøρι 2 εâδïµÀδες για την ενθÀρρυνση πïλλαπλασιασµïυ� τυøÞν
øαµηλω� ν πληθυσµω� ν Ralstonia solanacearum¯

ii) ïι κÞνδυλïι πλÛνïνται κÀτω απÞ ρÛïν νερÞ της âρυ� σης µε κατÀλληλα απïλυµαντικÀ και απïρρυπαντικÀ. Ãι κÞνδυλïι
στεγνω� νïυν στïν αÛρα.

1.1. Με Ûνα καθαρÞ και απïλυµασµÛνï νυστÛρι η� ειδικÞ µαøαÝρι λαøανικω� ν, αæαιρεÝται η επιδερµÝδα γυ� ρω απÞ τï σηµεÝï
πρÞσæυσης τïυ στïλïνÝïυ τïυ κïνδυ� λïυ Ûτσι ω� στε να æανïυ� ν πρω� τα ïι αγγειω� δεις ιστïÝ. ΑπïκÞπτïυµε µε πρïσïøη� Ûνα
µικρÞ κω� νï (διÀµετρïς 3-5 mm) αγγειω� δïυς ιστïυ� απÞ τï σηµεÝï πρÞσæυσης τïυ στïλïνÝïυ κÀθε κïνδυ� λïυ. Πρïσïøη� ω� στε η
αæαιρïυ� µενη πïσÞτητα µη αγγειω� δïυς ιστïυ� να εÝναι η ελÀøιστη δυνατη� . ΣυνÛøιση της διαδικασÝας για κÀθε κÞνδυλï τïυ
δεÝγµατïς.

ΣηµεÝωση: Στï στÀδιï αυτÞ ïι κÞνδυλïι µπïρïυ� ν να εêεταστïυ� ν µακρïσκïπικÀ (µÛρïς ΙΙ.1). ΚÀθε κÞνδυλïς µε συµπτω� µατα
η� Ûντïνη ση� ψη αæη� νεται παρÀµερα και εêετÀúεται øωριστÀ (µÛρïς ΙΙ).

1.2. Ãι κω� νïι ιστω� ν συλλÛγïνται µÛσα σε Ûνα κλειστÞ δïøεÝï. ΚατÀ πρïτÝµηση, ïι κω� νïι απÞ τα σηµεÝα πρÞσæυσης τïυ στïλïνÝïυ
πρÛπει να υπïâÀλλïνται σε κατεργασÝα αµÛσως. ΕÀν αυτÞ δεν εÝναι δυνατÞν, απïθηκευ� ïνται για øρïνικÞ διÀστηµα Þøι
µεγαλυ� τερï απÞ 24 ω� ρες, η� στïυς 4°C για øρïνικÞ διÀστηµα µεγαλυ� τερï απÞ 72 ω� ρες.

1.3. Ãι κω� νïι απÞ τα σηµεÝα πρÞσæυσης τïυ στïλïνÝïυ υπïâÀλλïνται σε κατεργασÝα µε µÝα απÞ τις ακÞλïυθες διαδικασÝες:

i) Ãι κω� νïι µεταæÛρïνται σε κατÀλληλï δïøεÝï.

ΠρïστÝθεται ικανη� πïσÞτητα ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς διαâρïøη� ς (πρïσÀρτηµα 2) ω� στε να καλυæθïυ� ν ïι κω� νïι.

Ãι κω� νïι θρυµατÝúïνται σε Ûνα Waring-Blender (µÝêερ) η� µε Ultra Thurrax µÛøρι πλη� ρïυς ïµïιïγενïπïιη� σεως. ΠρÛπει να
απïæευ� γεται η υπερâïλικη� ïµïιïγενïπïÝηση.

Αæη� νïυµε τï πρïϊÞν να διαâραøεÝ για 15-30 λεπτÀ.

ii) Ãι κω� νïι µεταæÛρïνται σε κατÀλληλï δïøεÝï.

ΠρïστÝθεται ικανη� πïσÞτητα ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς διαâρïøη� ς ω� στε να καλυæθïυ� ν ïι κω� νïι.

Τï δïøεÝï τïπïθετεÝται σε περιστρïæικÞ αναδευτη� ρα.

Τï περιεøÞµενï αæη� νεται να επωαστεÝ σε 50-100 rpm για 4 ω� ρες στïυς 20-22°C η� για 16-24 ω� ρες στïυς 4°C.

iii) Ãι κω� νïι µεταæÛρïνται σε Ûνα ανθεκτικÞ σÀκï διαâρïøη� ς µÝας øρη� σης (π.ø. σÀκκï Stomacher µε διαστÀσεις
105 mm × 150 mm, απïστειρωµÛνï µε ακτινïâïλÝα).

Ãι κω� νïι συνθλÝâïνται πρïσεκτικÀ µε Ûνα κατÀλληλï εργαλεÝï, π.ø. σæυρÝ, µÛøρι πλη� ρïυς ïµïιïγενïπïιη� σεως.

ΠρïστÝθεται ικανη� πïσÞτητα ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς διαâρïøη� ς για την επικÀλυψη των συνθλιµµÛνων κω� νων και τï
υγρÞ διαâρïøη� ς αæη� νεται να κατακαθÝσει για 15-30 λεπτÀ της ω� ρας.

1.4. Τα âακτη� ρια εêÀγïνται απÞ τïυς κατεργασµÛνïυς κω� νïυς µε µÝα απÞ τις ακÞλïυθες διαδικασÝες:

i) Τï υγρÞ διαâρïøη� ς µεταγγÝúεται απαλÀ µÛσα σε σωλη� να æυγïκÛντρησης αæη� νïντας τυøÞν υπïλεÝµµατα ιστïυ� µÛσα στï
δïøεÝï η� τïν σÀκï. ΕæÞσïν τï µεταγγιúÞµενï υγρÞ διαâρïøη� ς εµæανÝúεται θïλÞ æυγïκεντρεÝται µε ταøυ� τητα Þøι
µεγαλυ� τερη απÞ 180 xg για 10 λεπτÀ σε θερµïκρασÝα κÀτω απÞ τïυς 10 °C.

Τï µεταγγισθÛν υγρÞ διαâρïøη� ς η� τï υπερκεÝµενï υγρÞ απÞ τï πρω� τï στÀδιï æυγïκÛντρησης æυγïκεντρεÝται µε ταøυ� τητα
7 000 xg για 15 λεπτÀ η� µε ταøυ� τητα 10 000 xg για 10 λεπτÀ σε θερµïκρασÝα µικρÞτερη απÞ τïυς 10°C.

Τï υπερκεÝµενï υγρÞ απïρρÝπτεται πρïσÛøïντας να µη διαταραøθεÝ τï Ýúηµα.

ii) Τï υγρÞ διαâρïøη� ς διηθεÝται µÛσω æÝλτρïυ µε µÛγεθïς πÞρων 40-100 µm. Η διη� θηση ενισøυ� εται µε αντλÝα κενïυ� .

Τï διη� θηµα συλλÛγεται σε Ûνα σωλη� να æυγïκÛντρησης.

Τï æÝλτρï πλÛνεται µε ρυθµιστικÞ διÀλυµα διαâρïøη� ς.

Τï διη� θηµα æυγïκεντρεÝται µε ταøυ� τητα 7 000 xg για 15 λεπτÀ η� µε ταøυ� τητα 10 000 xg για λεπτÀ σε θερµïκρασÝα
µικρÞτερη απÞ τïυς 10°C.

Τï υπερκεÝµενï υγρÞ απïρρÝπτεται πρïσÛøïντας να µη διαταραøθεÝ τï Ýúηµα.
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1.5. Τï Ýúηµα αναδιαλυ� εται σε 1 ml ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς τïυ ιúη� µατïς (πρïσÀρτηµα 2).

Τï αιω� ρηµα διαιρεÝται σε δυ� ï Ýσα µÛρη και κÀθε µÛρïς µεταæÛρεται σε Ûνα µικρïæιαλÝδιï.

Τï Ûνα µικρïæιαλÝδιï øρησιµïπïιεÝται για τη δïκιµη� . Τï υπÞλïιπï απÞ τï εκøυ� λισµα αυτÞ διατηρεÝται κατÀ τη διÀρκεια της
δïκιµη� ς στïυς 4°C.

Στï Àλλï µικρïæιαλÝδιï πρïστÝθεται απïστειρωµÛνη γλυκερÝνη σε τελικη� συγκÛντρωση 10-25% (V/V). Ανακατευ� εται µε
στρïâιλισµÞ (vortex). Απïθηκευ� εται στïυς −18°C (εâδïµÀδες) η� στïυς −70°C (µη� νες).

2. ∆ïκιµη� ανïσïæθïρισµïυ� (IF)

ÌρησιµïπïιεÝται αντιïρÞς για Ralstonia solanacearum, κατÀ πρïτÝµηση για æυλη� 3, âιïπïικιλÝα 2. Ã τÝτλïς πρïσδιïρÝúεται σε
αιω� ρηµα 106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ τï ïµÞλïγï στÛλεøïς Pseudomonas solanacearum µε κατÀλληλη αραÝωση συµπλÞκïυ
ισïθειïκυανικη� ς æθïρεϊσÝνης (FITC), συ� µæωνα µε τις ïδηγÝες τïυ κατασκευαστη� . Ã πρωτïγενη� ς αντιïρÞς πρÛπει να Ûøει
τÝτλï IF τïυλÀøιστïν 1:2 000.

Ìρησιµïπïιïυ� νται πïλυæατνιακÛς αντικειµενïæÞρïι πλÀκες µικρïσκïπÝïυ µε 10 κατÀ πρïτÝµηση æατνÝα διαµÛτρïυ τïυλÀøι-
στïν 6 mm.

Σε κÀθε αντικειµενïæÞρï περιλαµâÀνεται µÀρτυρας συµπλÞκïυ FITC. Αν τυøÞν στï µÀρτυρα FITC παρατηρηθïυ� ν θετικÀ
κυ� τταρα η δïκιµη� θα πρÛπει να επαναλαµâÀνεται συµπεριλαµâÀνïντας και τï µÀρτυρα PBS.

ΠαρασκευÀúïνται êεøωριστÀ ως θετικïÝ µÀρτυρες αντικειµενïæÞρïι µε αιω� ρηµα 106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ στÛλεøïς
Pseudomonas solanacearum κατÀλληλης æυλη� ς/âιïπïικιλÝας (π.ø. æυλη� ς 3, âιïπïικιλÝας 2). Σε κÀθε σειρÀ δïκιµω� ν øρησιµïπïι-
εÝται µÝα αντικειµενïæÞρïς.

2.1. Ãι πρïς δïκιµη� αντικειµενïæÞρïι ετïιµÀúïνται µε µÝα απÞ τις ακÞλïυθες διαδικασÝες:

i) Σε περÝπτωση ιúηµÀτων µε µικρη� σøετικÀ πïσÞτητα αµυ� λïυ:

Σε µÝα σειρÀ æατνÝων, æÛρεται µετρηµÛνïς µε σιæω� νιï συγκεκριµÛνïς Þγκïς (15 el εÝναι αρκετÞς για æατνÝα µε διÀµετρï
6 mm — ï Þγκïς κλιµακω� νεται πρïς τα Àνω για µεγαλυ� τερα æατνÝα) τïυ αιωρη� µατïς τïυ ιúη� µατïς. Η Àλλη σειρÀ µπïρεÝ
να øρησιµïπïιηθεÝ ως δεÝγµα εις διπλïυ� ν η� για Ûνα δευ� τερï δεÝγµα Þπως æαÝνεται στην εικÞνα 1.

ii) Σε περÝπτωση Àλλων ιúηµÀτων:

ΠαρασκευÀúïνται δεκαπλÛς αραιω� σεις, δηλαδη� 1/10, 1/100 και 1/1 000 τïυ αιωρη� µατïς τïυ ιúη� µατïς σε ρυθµιστικÞ
διÀλυµα ιúη� µατïς. Σε µÝα σειρÀ æατνÝων, æÛρεται µετρηµÛνïς µε σιæω� νιï συγκεκριµÛνïς Þγκïς (15 el εÝναι αρκετÞς για
æατνÝα µε διÀµετρï 6 mm — ï Þγκïς κλιµακω� νεται πρïς τα Àνω για µεγαλυ� τερα æατνÝα) τïυ αιωρη� µατïς τïυ ιúη� µατïς
απÞ κÀθε αραÝωση. Η Àλλη σειρÀ µπïρεÝ να øρησιµïπïιηθεÝ ως δεÝγµα εις διπλïυ� ν η� για Ûνα δευ� τερï δεÝγµα Þπως
æαÝνεται στην εικÞνα 2.

2.2. Τï περιεøÞµενï των æατνÝων αæη� νεται να êηρανθεÝ. Τα âακτηριακÀ κυ� τταρα στην αντικειµενïæÞρï πρïσηλω� νïνται µε
θÛρµανση, µε æλÞγα η� µε 95% αιθανÞλη.

2.3. ∆ιαδικασÝα IF

i) Συ� µæωνα µε την ετïιµασÝα της αντικειµενïæÞρïυ στï σηµεÝï 2.1.i):

ΠαρασκευÀúεται µÝα σειρÀ αραιω� σεων τïυ αντιïρïυ� στï διπλÀσιï σε ρυθµιστικÞ διÀλυµα για IF (πρïσÀρτηµα 3):

1/4 τïυ τÝτλïυ (Τ/4), 1/2 τïυ τÝτλïυ (Τ/2), ï τÝτλïς (Τ) και τï διπλÀσιï τïυ τÝτλïυ (2Τ).

ii) Συ� µæωνα µε την ετïιµασÝα της αντικειµενïæÞρïυ στï σηµεÝï 2.1.ii):

ΠαρασκευÀúεται η αραÝωση εργασÝας (WD) τïυ αντιïρïυ� σε ρυθµιστικÞ διÀλυµα για IF. ΑραÝωση εργασÝας εÝναι η
αραÝωση τïυ αντιïρïυ� πïυ εµæανÝúει την καλυ� τερη εêειδÝκευση και εÝναι συνη� θως τï µισÞ τïυ τÝτλïυ.

ΕικÞνα 1

ΕτïιµασÝα της αντικειµενïæÞρïυ δïκιµη� ς συ� µæωνα µε τα σηµεÝα 2.1.i) και 2.3.i)

ΚαθïρισµÛνη αραÝωση αιωρη� µατïς ιúη� µατïς

(Τ = τÝτλïς)

FITC Τ/4 Τ/2 Τ 2Τ ⇒ Αραιω� σεις αντιïρïυ�

∆εÝγµα 1 Q 1 Q 2 Q 3 Q 4 Q 5

∆εÝγµα 1 εις
διπλïυ� ν η�
δεÝγµα 2 Q 6 Q 7 Q 8 Q 9 Q 10



EL ΕπÝσηµη ΕæηµερÝδα των Ευρωπαϊκω� ν Κïινïτη� των L 235/1921.8.98

ΕικÞνα 2

ΕτïιµασÝα της αντικειµενïæÞρïυ δïκιµη� ς συ� µæωνα µε τα σηµεÝα 2.1.ii) και 2.3.ii)

FITC ΚαθïρισµÛνη αραÝωση αντιïρïυ�

Μη αραιωµÛνï Μη αραιωµÛνï 1/10 1/100 1/1 000 ⇒ ∆εκαδικη� αραÝωση ιúη� µατïς

∆εÝγµα 1 Q 1 Q 2 Q 3 Q 4 Q 5

∆εÝγµα 1 εις
διπλïυ� ν η�
δεÝγµα 2 Q 6 Q 7 Q 8 Q 9 Q 10

2.3.1. Ãι αντικειµενïæÞρïι τïπïθετïυ� νται πÀνω σε Ûνυγρï απïρρïæητικÞ øαρτÝ.

Τα æατνÝα δïκιµη� ς καλυ� πτïνται µε την η� τις αραιω� σεις τïυ αντιïρïυ� . Στα æατνÝα FITC æÛρεται PBS. Ã Þγκïς τïυ
øρησιµïπïιïυ� µενïυ στα æατνÝα αντιïρïυ� πρÛπει να εÝναι ισïδυ� ναµïς µε τïν Þγκï τïυ øρησιµïπïιïυ� µενïυ εκøυλÝσµατïς.

2.3.2. Ãι αντικειµενïæÞρïι τïπïθετïυ� νται κÀτω απÞ Ûνα κÀλυµµα και επωÀúïνται για 30 λεπτÀ σε θερµïκρασÝα περιâÀλλïντïς.

2.3.3. Τα σταγïνÝδια τïυ αντιïρïυ� απïµακρυ� νïνται µε Ûνα ελαæρÞ τÝναγµα απÞ την αντικειµενïæÞρï και ïι αντικειµενïæÞρïι
êεπλÛνïνται πρïσεκτικÀ µε ρυθµιστικÞ διÀλυµα IF. Πλυ� ση επÝ 5 λεπτÀ σε ρυθµιστικÞ διÀλυµα-Tween IG και ακïλïυ� θως επÝ 5
λεπτÀ σε ρυθµιστικÞ διÀλυµα IF (πρïσÀρτηµα 3).

Η περÝσσεια τïυ υγρïυ� απïµακρυ� νεται πρïσεκτικÀ.

2.3.4. Ãι αντικειµενïæÞρïι τïπïθετïυ� νται πÀνω σε Ûνυγρï απïρρïæητικÞ øαρτÝ.

Τα æατνÝα δïκιµη� ς και τï æατνÝï τïυ FITC καλυ� πτïνται µε την αραÝωση τïυ συµπλÞκïυ FITC πïυ øρησιµïπïιεÝται για τïν
πρïσδιïρισµÞ τïυ τÝτλïυ. Ã Þγκïς τïυ øρησιµïπïιïυ� µενïυ στα æατνÝα συµπλÞκïυ πρÛπει να εÝναι Ýδιïς µε τïν Þγκï τïυ
øρησιµïπïιïυ� µενïυ αντιïρïυ� .

2.3.5. Ãι αντικειµενïæÞρïι τïπïθετïυ� νται κÀτω απÞ Ûνα κÀλυµµα και επωÀúïνται για 30 λεπτÀ σε θερµïκρασÝα περιâÀλλïντïς.

2.3.6. Τα σταγïνÝδια τïυ συµπλÞκïυ τινÀúïνται µακρυÀ απÞ την αντικειµενïæÞρï και ïι αντικειµενïæÞρïι êεπλÛνïνται και
πλÛνïνται Þπως πρïηγïυµÛνως (2.3.3). Η περÝσσεια τïυ νερïυ� απïµακρυ� νεται πρïσεκτικÀ.

2.3.7. Σε κÀθε æατνÝï æÛρïνται µε σιæω� νιï 5-10 el æωσæïρικïυ� ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς γλυκερÝνης 0,1Μ (πρïσÀρτηµα 3) η�
παρïµïÝïυ ρευστïυ� και τα æατνÝα καλυ� πτïνται µε µÝα καλυπτρÝδα.

2.4. ΑνÀγνωση της δïκιµη� ς IF

Ãι αντικειµενïæÞρïι δïκιµη� ς εêτÀúïνται σε µικρïσκÞπιï επιæθïρισµïυ� µε æÝλτρα κατÀλληλα για την διÛγερση τïυ FITC, µε
ελαιïκαταδυτικÞ æακÞ και µε µεγÛθυνση 50-1 000. Τα æατνÝα εêετÀúïνται κατÀ µη� κïς δυ� ï καθÛτων διαµÛτρων και κατÀ την
περÝµετρÞ τïυς. Πρω� τα ελÛγøεται η αντικειµενïæÞρïς τïυ θετικïυ� µÀρτυρα. Τα κυ� τταρα πρÛπει να εÝναι πλη� ρως øρωσµÛνα µε
λαµπρÞ æθïρισµÞ.

ΣηµεÝωση: Σε περÝπτωση απïτυøÝας, η δïκιµη� επαναλαµâÀνεται.

ΤÝνεται ανÀγνωση αντικειµενïæÞρων δïκιµη� ς.

ΕλÛγøεται κατ’ αρøÀς Þτι δεν υπÀρøïυν æθïρÝúïντα κυ� τταρα στα æατνÝα των µαρτυ� ρων FITC. Αν υπÀρøïυν æθïρÝúïντα
κυ� τταρα στï æατνÝï FITC αυτÞ δεÝøνει µη ειδικη� συ� úευêη τïυ συµπλÞκïυ, αυτïæθïρισµÞ η� επιµÞλυνση.

ΣηµεÝωση: Στις περιπτω� σεις αυτÛς, η δïκιµη� επαναλαµâÀνεται.

ΕêετÀúεται αν υπÀρøïυν æθïρÝúïντα κυ� τταρα µε τη øαρακτηριστικη� µïρæïλïγÝα της Pseudomonas solanacearum στα æατνÝα
δïκιµη� ς. Η Ûνταση τïυ æθïρισµïυ� πρÛπει να εÝναι Ýδια µε εκεÝνη τïυ θετικïυ� µÀρτυρα µε Ýδια αραÝωση αντιïρïυ� . Κυ� τταρα µε
ατελη� øρω� ση η� µε ασθενη� æθïρισµÞ δεν πρÛπει να λαµâÀνïνται υπÞψη, εκτÞς κι αν υπÀρøïυν πïλλÀ τÛτïια κυ� τταρα (âλÛπε
ερµηνεÝα απïτελεσµÀτων της δïκιµη� ς IF).

ΕρµηνεÝα των απïτελεσµÀτων της δïκιµη� ς IF

i) ΕæÞσïν σε Ûνα δεÝγµα δεν ανευρÝσκïνται λαµπρω� ς æθïρÝúïντα κυ� τταρα µε øαρακτηριστικη� µïρæïλïγÝα, η δïκιµη� IF
εÝναι αρνητικη� .

ii) ΕæÞσïν σε Ûνα δεÝγµα âρÝσκïνται λαµπρω� ς æθïρÝúïντα κυ� τταρα µε øαρακτηριστικη� µïρæïλïγÝα, πρïσδιïρÝúεται ï µÛσïς
αριθµÞς κυττÀρων ανÀ πεδÝï µικρïσκïπÝïυ και υπïλïγÝúεται ï αριθµÞς των κυττÀρων (Ν) ανÀ ml τïυ αναδιαλυµÛνïυ
ιúη� µατïς (πρïσÀρτηµα 4).

�Ενας πληθυσµÞς 103 περÝπïυ ανÀ ml αναδιαλυµÛνï6υ ιêη� µατïς, θεωρεÝται τï Þριï ανÝøνευσης της δïκιµη� ς IF:

— σε δεÝγµατα µε Ν . 103 κυ� τταρα ανÀ ml αναδιαλυµÛνïυ ιúη� µατïς, η δïκιµη� IF θεωρεÝται θετικη� ,

— σε δεÝγµατα µε Ν . 103 κυ� τταρα ανÀ ml αναδιαλυµÛνïυ ιúη� µατïς, η δïκιµη� IF µπïρεÝ να θεωρηθεÝ ως θετικη� .
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iii) Αν παρατηρηθïυ� ν µεγÀλïι αριθµïÝ (Ν . 105 κυ� τταρα ανÀ ml) κυττÀρων µε ατελη� η� ασθενη� æθïρισµÞ, µε τïν τÝτλï τïυ
αντιïρïυ� , πρÛπει να πραγµατïπïιεÝται µÝα δευ� τερη δïκιµη� :

— εÝτε µÝα δïκιµη� âασισµÛνη σε µÝα διαæïρετικη� âιïλïγικη� αρøη� ,

— η� επανÀληψη της δïκιµη� ς IF, µε Ûνα δευ� τερï αντιïρÞ η� µε 10 æïρÛς αραιωµÛνï Ýúηµα.

3. ∆ïκιµη� ELISA

(âασÝúεται στην εργασÝα των Robinson-Smith et al., 1995)

ÌρησιµïπïιεÝται αντιïρÞς για Ralstonia solanacearum, κατÀ πρïτÝµηση Ûναντι æυλη� ς 3, âιïπïικιλÝας 2. Ã τÝτλïς πρïσδιïρÝúε-
ται σε αιω� ρηµα 106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ τï ïµÞλïγï στÛλεøïς Pseudomonas solanacearum.

ΣυνιστÀται η øρη� ση µικρÞτιτλων πλακω� ν NUNC Polysorp.

ΠεριλαµâÀνεται Ûνας αρνητικÞς µÀρτυρας εκøυλÝσµατïς πατÀτας και Ûνας µÀρτυρας απÞ ρυθµιστικÞ æωσæïρικÞ διÀλυµα
αλατιïυ� (PBS).

Ως θετικÞς µÀρτυρας øρησιµïπïιεÝται αιω� ρηµα . 106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ στÛλεøïς Ralstonia solanacearum κατÀλληλης
æυλη� ς/âιïπïικιλÝας. Η δïκιµη� γÝνεται µε ταυτÞσηµï τρÞπï µε εκεÝνη τïυ η� των δειγµÀτων αλλÀ διαøωρÝúεται σαæω� ς απÞ τα
δεÝγµατα στη πλÀκα.

3.1. 100-200 el τïυ αιωρη� µατïς τïυ ιúη� µατïς æÛρïνται µε σιæω� νιï σε Ûνα µικρïæιαλÝδιï και θερµαÝνïνται για 4 λεπτÀ στïυς
100°C. ΚατÞπιν τï µικρïæιαλÝδιï τïπïθετεÝται σε πÀγï.

3.2. ΠρïστÝθεται Ýσïς Þγκïς ανθρακικïυ� ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς επικÀλυψης διπλη� ς ιïντικη� ς ισøυ� ïς (πρïσÀρτηµα 5) και τï
περιεøÞµενï ανακατευ� εται σε συσκευη� vortex.

3.3. Σε δυ� ï τïυλÀøιστïν æατνÝα της µικρÞτιτλης πλÀκας æÛρïνται απÞ 100 el τïυ ανωτÛρω διαλυ� µατïς και επωÀúïνται για 1 ω� ρα
στïυς 37°C η� Þλη τη νυ� κτα στïυς 4°C.

3.4. Η πλÀκα τινÀúεται ελαæρÀ για να απïµακρυνθïυ� ν τα εκøυλÝσµατα απÞ τα æατνÝα. Τα æατνÝα πλÛνïνται τρεις æïρÛς µε
PBS-Tween (πρïσÀρτηµα 5), αæη� νïντας τï τελευταÝï διÀλυµα πλυσÝµατïς στα æατνÝα για 5 λεπτÀ τïυλÀøιστïν.

3.5. ΠαρασκευÀúεται η κατÀλληλη αραÝωση αντιïρïυ� Ralstonia solanacearum σε ρυθµιστικÞ διÀλυµα δεσµευ� σεως (πρïσÀρτη-
µα 5). Στα æατνÝα æÛρïνται 100 el αραÝωσης αντιïρïυ� .

ΕπωÀúïνται για 1 ω� ρα στïυς 37°C.

3.6. Η πλÀκα τινÀúεται ελαæρÀ για να απïµακρυνθεÝ ï αντιïρÞς απÞ τα æατνÝα και τα æατνÝα πλÛνïνται Þπως και πρïηγïυµÛνως
(σηµεÝï 3.4).

3.7. ΠαρασκευÀúεται η κατÀλληλη αραÝωση συµπλÞκïυ αλκαλικη� ς æωσæατÀσης σε ρυθµιστικÞ διÀλυµα δεσµευ� σεως. ΦÛρïνται
στα æατνÝα 100 el απÞ αυτη� και επωÀúïνται για 1 ω� ρα στïυς 37°C.

3.8. Η πλÀκα τινÀúεται ελαæρÀ για να απïµακρυνθïυ� ν τα υπïλεÝµµατα τïυ συµπλÞκïυ απÞ τα æατνÝα και τα æατνÝα πλÛνïνται
Þπως και πρïηγïυµÛνως (σηµεÝα 3.4 και 3.6).

3.9. ΠαρασκευÀúεται διÀλυµα υπïστρω� µατïς αλκαλικη� ς æωσæατÀσης (πρïσÀρτηµα 5). ΦÛρïνται στα æατνÝα 100 el απÞ αυτÞ και
ακïλïυθεÝ επω� αση για 30 λεπτÀ Ûως 1 ω� ρα στï σκïτÀδι σε θερµïκρασÝα εργαστηρÝïυ.

3.10. ∆ιαâÀúεται η απïρρÞæηση στα 409 nm.

ΕρµηνεÝα της δïκιµη� ς ELISA

Η δïκιµη� ELISA εÝναι αρνητικη� εÀν η ïπτικη� πυκνÞτητα (O.D) τïυ δεÝγµατïς εÝναι , 2×O.D τïυ αρνητικïυ� µÀρτυρα.

Η δïκιµη� ELISA εÝναι θετικη� εÀν η ïπτικη� πυκνÞτητα (O.D) τïυ δεÝγµατïς εÝναι . 2×O.D τïυ αρνητικïυ� µÀρτυρα.

4. ∆ïκιµη� PCR

(âασÝúεται στην εργασÝα των Seal et al., 1993)

ΣηµεÝωση: ΚατÀ τη διÀρκεια της παρασκευη� ς τïυ δεÝγµατïς καθω� ς και των υπÞλïιπων εργασιω� ν για τη δïκιµη� PCR, πρÛπει
να øρησιµïπïιïυ� νται ïγκïµετρικÀ ακρïστÞµια (pipette tips) µε æÝλτρï.

ΠαρασκευÀúεται αιω� ρηµα 106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ στÛλεøïς Ralstonia solanacearum æυλη� ς 3, âιïπïικιλÝας 2 ως θετικÞς
µÀρτυρας. Η δïκιµη� γÝνεται µε ταυτÞσηµï τρÞπï µε εκεÝνη τïυ η� των δειγµÀτων.

4.1. 100 el τïυ αιωρη� µατïς τïυ ιúη� µατïς æÛρïνται µε σιæω� νιï σε Ûνα µικρïæιαλÝδιï.

Εναλλακτικω� ς, 90 el τïυ αιωρη� µατïς µεταæÛρïνται σε µικρïæιαλÝδιï περιÛøïν 10 el NaOH 0,5M. Τï περιεøÞµενï τïυ
æιαλιδÝïυ ανακατευ� εται αναπïδïγυρÝúïντας επανειληµµÛνα πÀνω-κÀτω τï µικρïæιαλÝδιï.
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4.2. Τï æιαλÝδιï θερµαÝνεται για 4 λεπτα στïυς 100°C και κατÞπιν απïµακρυ� νεται αµÛσως πÀνω σε πÀγï.

4.3. ΠαρασκευÀúïνται δυ� ï τïυλÀøιστïν δεκαδικÛς αραιω� σεις, π.ø. 1/10 και 1/100, η� περισσÞτερες αν θεωρηθεÝ απαραÝτητï, σε
απïστειρωµÛνï απεσταγµÛνï η� υπÛρ καθαρÞ νερÞ (UPW).

4.4. ΠαρασκευÀúεται τï µεÝγµα αντÝδρασης PCR (πρïσÀρτηµα 6) πρïσθÛτïντας σε απïστειρωµÛνï æιαλÝδιï τα παρακÀτω
συστατικÀ µε την ακÞλïυθη σειρÀ:

Για Þγκï αντÝδρασης 50 el

ΣυστατικÞ ΠïσÞτητα Τελικη�
συγκÛντρωση

ΑπïστειρωµÛνï απεσταγµÛνï η�
UPW 30,8 el-33,8 el —

10 × ρυθµιστικÞ διÀλυµα PCR 5,0 el 1×

d-ATP 1,0 el 0,2 mM

d-CTP 1,0 el 0,2 mM

d-GTP 1,0 el 0,2 mM

d-TTP 1,0 el 0,2 mM

Εκκινητη� ς OLI-1 (20 eM) 2,5 el 1 eΜ

Εκκινητη� ς Y-2 (20 eM) 2,5 el 1 eΜ

Taq πïλυµερÀση (5U/el) 0,2 el 1,0 U

ΣυνïλικÞς Þγκïς 45 el—48 el

Για περισσÞτερες αντιδρÀσεις

ΥπïλïγÝúεται η πïσÞτητα κÀθε συστατικïυ� για τïν απαιτïυ� µενï αριθµÞ αντιδρÀσεων.

Τα συστατικÀ αναµειγνυ� ïνται και 45 el-48 el τïυ µεÝγµατïς µεταæÛρïνται σε απïστειρωµÛνα æιαλÝδια PCR.

Τα æιαλÝδια µε τï µεÝγµα αντÝδρασης PCR διατηρïυ� νται σε πÀγï.

Για Þγκï 25 el

Η πïσÞτητα των συστατικω� ν µειω� νεται αναλïγικÀ.

4.5. Συ� νθεση PCR

4.5.1. ΠρïαιρετικÞ! Τα æιαλÝδια µε τï âρασµÛνï δεÝγµα και τïν θετικÞ µÀρτυρα υπïâÀλλïνται σε παλµικη� æυγïκÛντρηση.

ΠρïστÝθενται, µε την καθïριúÞµενη σειρÀ, 2-5 el τïυ η� των δειγµÀτων, υδατικïυ� µÀρτυρα και θετικïυ� µÀρτυρα στα æιαλÝδια
µε τï µεÝγµα αντÝδρασης PCR. Τα æιαλÝδια τïπïθετïυ� νται στï θερµικÞ µπλÞκ στη µïνÀδα θÛρµανσης τïυ θερµικïυ�
κυκλïπïιητη� DNA.

4.5.2. ΑκïλïυθεÝται τï εêη� ς πρÞγραµµα:

1 κυ� κλïς απÞ:
i) 2 λεπτÀ στïυς 96°C: µετïυσÝωση τïυ αρøικïυ� DNA

50 κυ� κλïι απÞ:
ii) 20 δευτερÞλεπτα στïυς 94°C: µετïυσÝωση

iii) 20 δευτερÞλεπτα στïυς 68°C: πρïσκÞλληση εκκινητω� ν
iv) 30 δευτερÞλεπτα στïυς 72°C: επÛκταση αντιγρÀæïυ

1 κυ� κλïς απÞ:
v) 10 λεπτÀ στïυς 72°C: περαιτÛρω επÛκταση

1 κυ� κλïς συνιστÀµενïς σε:
vi) διατη� ρηση στïυς 4°C

ΣηµεÝωση: Ãι παρÀµετρïι αυτÛς ισøυ� ïυν για θερµικÞ κυκλïπïιητη� DNA Perkin Elmer 9600. �Αλλïι θερµικïÝ κυκλïπïιητÛς
µπïρεÝ να απαιτïυ� ν επÝστρωση ïρυκτελαÝïυ στα æιαλÝδια PCR η� /και τρïπïπïÝηση της διÀρκειας των σταδÝων ii),
iii) και iv) στï πρÞγραµµα συ� νθεσης.

4.5.3. Τα æιαλÝδια απïµακρυ� νïνται απÞ τïν θερµικÞ κυκλïπïιητη� . Τï πρïϊÞν PCR αναλυ� εται. ΕÀν αυτÞ δεν γÝνει αµÛσως, τα
æιαλÝδια απïθηκευ� ïνται στïυς 4°C για øρη� ση την Ýδια µÛρα η� στïυς −18°C για αργÞτερα.

4.6. ΑνÀλυση τïυ πρïϊÞντïς PCR

Τα τµη� µατα DNA PCR ανιøνευ� ïνται µε ηλεκτρïæÞρηση σε πηκτη� αναρÞúης και øρω� ση µε âρωµιïυ� øï αιθÝδιï.

4.6.1. ΠαρασκευÀúεται κατÀλληλη πηκτη� αγαρÞúης âρÀúïντας η� πια πïσÞτητα αγαρÞúης σε tris-ïêεικÞ ρυθµιστικÞ διÀλυµα
ηλεκτρïæÞρησης (TAE).
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4.6.2. Η τηγµÛνη αγαρÞúη ψυ� øεται στïυς 50-60°C, øυ� νεται στï καλïυ� πι της µïνÀδας ηλεκτρïæÞρησης και εισÀγεται η øτÛνα. Η
πηκτη� αæη� νεται να στερεïπïιηθεÝ.

4.6.3. Απïµακρυ� νεται η øτÛνα. Η πηκτη� âυθÝúεται σε ΤΑΕ Ûτσι ω� στε Ýσα-Ýσα να καλυ� πτεται (2-3 mm) απÞ τï ρυθµιστικÞ
διÀλυµα.

4.6.4. 3 el ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς æÞρτωσης æÛρïνται πÀνω σε παραæÝλµ. ΠρïστÝθενται 12 el τïυ πρïϊÞντïς PCR απÞ τα
δεÝγµατα, τï θετικÞ µÀρτυρα η� τïν υδατικÞ µÀρτυρα και αναµειγνυ� ïνται µε ελαæρÀ αναρρÞæηση στï ïγκïµετρικÞ
ακρïστÞµιï πριν απÞ την æÞρτωση στην πηκτη� . Ãι αναæερÞµενïι Þγκïι µπïρïυ� ν να τρïπïπïιηθïυ� ν πρïκειµÛνïυ να
πρïσαρµïστïυ� ν στη øωρητικÞτητα των æατνÝων στην πηκτη� αγαρÞúης.

4.6.5. Η æÞρτωση γÝνεται µε πρïσïøη� στα æατνÝα της πηκτη� ς. Σε Ûνα τïυλÀøιστïν æατνÝï æÛρεται για λÞγïυς αναæïρÀς κατÀλληλïς
ιøνηθÛτης DNA.

4.6.6. ΣυνδÛïνται τα καλω� δια στη συσκευη� ηλεκτρïæÞρησης και την πηγη� τρïæïδïσÝας. ΕæαρµÞúεται τÀση 5-8 V/cm µÛøρις Þτïυ τï
µÛτωπï τïυ ιøνηλÀτη δεÝκτη æθÀσει στï 1 cm απÞ τï Àκρï της πηκτη� ς.

4.6.7. ∆ιακÞπτεται η τρïæïδïσÝα ρευ� µατïς. Τα καλω� δια απïσυνδÛïνται απÞ τη µïνÀδα ηλεκτρïæÞρησης, απïµακρυ� νεται µε
πρïσïøη� η πηκτη� και εµâαπτÝúεται σε âρωµιïυ� øï αιθÝδιï για 30-45 λεπτα.

ΣηµεÝωση: �Ãταν øρησιµïπïιïυ� µε âρωµιïυ� øï αιθÝδιï, πρÛπει να æïρïυ� µε πÀντïτε γÀντια γιατÝ εÝναι ισøυρÞ µεταλλα-
êιïγÞνï.

4.6.8. ΑκïλïυθεÝ απïøρωµατισµÞς σε απεσταγµÛνï νερÞ για 10-15 λεπτÀ.

4.6.9. Τï η� τα συντεθειµÛνα τµη� µατα DNA εµæανÝúïνται µε υπεριω� δη ακτινïâïλÝα. Τï πρïϊÞν PCR τïυ Ralstonia solanacearum µε
εκκινητÛς OLI-1 και Y-2 Ûøει µη� κïς 288 bp. ΣυγκρÝνεται σε σøÛση µε τïν ιøνηθÛτη DNA και τïν θετικÞ µÀρτυρα.

ΣηµεÝωση: Ã υδατικÞς µÀρτυρας πρÛπει σε κÀθε περÝπτωση να εÝναι αρνητικÞς. ΕÀν εÝναι θετικÞς, η δïκιµη� επαναλαµâÀ-
νεται.

4.6.10. Η πηκτη� , εæÞσïν øρειÀúεται για τï αρøεÝï, æωτïγραæÝúεται.

4.6.11. Η αυθεντικÞτητα τïυ συντεθηµÛνïυ τµη� µατïς DNA επιâεâαιω� νεται µε ανÀλυση µε Ûνúυµï περιïρισµïυ� (REA).

4.7. ΑνÀλυση µε περιïριστικÞ Ûνúυµï (REA)

4.7.1. 8,5 el απÞ τï πρïϊÞν PCR (σηµεÝï 4.5.3) µεταæÛρïνται σε νÛï µικρïæιαλÝδιï. ΠρïστÝθεται 1 el  10 × ρυθµιστικïυ� διαλυ� µατïς
τïυ ενúυ� µïυ και 0,5 el Ûνúυµï περιïρισµïυ� AvaII.

4.7.2. Αναµειγνυ� ïνται µε η� πια αναρρÞæηση στï ακρïστÞµιï. ΕÀν στα τïιøω� µατα τïυ æιαλιδÝïυ παραµεÝνïυν σταγÞνες, æυγïκεν-
τρεÝται σε παλµικη� µικρïæυγÞκεντρï. ΑκïλïυθεÝ επω� αση για 1 ω� ρα στïυς 37°C.

4.7.3. Τï τµη� µα DNA πïυ υπÛστη πÛψη αναλυ� εται µε ηλεκτρïæÞρηση σε πηκτη� αγαρÞúης Þπως πρïηγïυµÛνως (σηµεÝï 4.6).

ΕρµηνεÝα των απïτελεσµÀτων της δïκιµη� ς PCR

Η δïκιµη� PCR εÝναι αρνητικη� εæÞσïν δεν ανιøνευ� εται τï øαρακτηριστικÞ τµη� µα 288 bp και τï τµη� µα ανιøνευ� εται στï θετικÞ
µÀρτυρα Ralstonia solanacearum.

Η δïκιµη� PCR εÝναι θετικη� εÀν τï τµη� µα 288 bp ανιøνευ� εται και η ανÀλυση REA τïυ συντεθειµÛνïυ τµη� µατïς εÝναι Ýδια µε
εκεÝνη τïυ θετικïυ� µÀρτυρα Ralstonia solanacearum.

5. Εκλεκτικη� απïµÞνωση επÝ στερεïυ� υπïστρω� µατïς

(âασÝúεται στην εργασÝα των Elphinstone et al., 1996)

5.1. Η δïκιµη� πραγµατïπïιεÝται µε κατÀλληλη τεøνικη� αραιω� σεων επÝ στερεïυ� υπïστρω� µατïς, π.ø.:

i) ΠαρασκευÀúïνται δυ� ï τïυλÀøιστïν δεκαδικÛς αραιω� σεις, συγκεκριµÛνα 1/10 και 1/100 η� περισσÞτερες αν θεωρηθεÝ
øρη� σιµï, τïυ αιωρη� µατïς τïυ ιúη� µατïς σε ρυθµιστικÞ διÀλυµα ιúη� µατïς. ΣυγκεκριµÛνïς Þγκïς (50-100 el) τïυ αιωρη� µατïς
και κÀθε αραÝωσης µετρηµÛνïς µε σιæω� νιï æÛρεται σε τρïπïπïιηµÛνï εκλεκτικÞ υπÞστρωµα SMSA (πρïσÀρτηµα 7) και
απλω� νεται µε µÝα γυÀλινη ρÀâδï σε Þλη την επιæÀνεια τïυ υπïστρω� µατïς.

ΕæÞσïν κρÝνεται σκÞπιµï, πραγµατïπïιεÝται γραµµικη� εêÀπλωση αραÝωσης, 10 el αναδιαλυµÛνïυ ιúη� µατïς περνω� ντας
κÀθε æïρÀ τη âελÞνα απÞ æλÞγα.

ii) ΣυγκεκριµÛνïς Þγκïς (50-100 el) τïυ αιωρη� µατïς µετρηµÛνïς µε σιæω� νιï µεταæÛρεται σε τρïπïπïιηµÛνï εκλεκτικÞ
υπÞστρωµα SMSA και απλω� νεται µε µÝα γυÀλινη ρÀâδï σε Þλη την επιæÀνεια τïυ υπïστρω� µατïς. Η ρÀâδïς συ� ρεται
γραµµωτÀ σε δυ� ï ακÞµη τρïπïπïιηµÛνα τρυâλÝα SMSA øωρÝς να την περÀσïυµε απÞ æλÞγα.

5.2. Αιω� ρηµα 106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ παθïγÞνï στÛλεøïς Ralstonia solanacearum æυλη� ς 3, âιïπïικιλÝας 2 πïυ παÝúει ρÞλï
θετικïυ� µÀρτυρα εêαπλïυ� ται, µε την Ýδια τεøνικη� , σε µÝα σειρÀ êεøωριστω� ν τρυâλÝων τρïπïπïιηµÛνïυ SMSA.

5.3. Τα τρυâλÝα επωÀúïνται στïυς 28°C. ΜετÀ 3 ηµÛρες êεκινÀ η ανÀγνωση των τρυâλÝων. ΕÀν τï απïτÛλεσµα εÝναι αρνητικÞ,
αæη� νïνται να επωαστïυ� ν ακÞµη µÛøρι 6 ηµÛρες. Ãι παθïγÞνες απïµïνω� σεις Ralstonia solanacearum αναπτυ� σσïυν γαλακτω� -
δïυς øρïιÀς λευκÛς, επÝπεδες, ακανÞνιστες και ρευστω� δεις απïικÝες µε διÀκριτα ερυθρÀ πρïς τï πïρæυρïυ� ν κÛντρα πïυ
εµæανÝúïυν εσωτερικÛς ραâδω� σεις η� ελικω� σεις.

5.4. Ãι απïικÝες µε øαρακτηριστικη� µïρæïλÝα καθαρÝúïνται µε εκ νÛïυ καλλιÛργεια σε θρεπτικÞ υπÞστρωµα γενικη� ς øρη� σεως
(πρïσÀρτηµα 1).
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5.5. Ãι καθαρÛς καλλιÛργειες ταυτïπïιïυ� νται (µÛρïς ΙΙ.4.1) και ïι καλλιÛργειες της Ralstonia solanacearum επιâαιω� νïνται µε µÝα
δïκιµη� παθïγÛνειας (µÛρïς ΙΙ.4.3).

ΕρµηνεÝα των απïτελεσµÀτων της δïκιµη� ς (εκλεκτικη� ς απïµÞνωσης επÝ στερεïυ� υπïστρω� µατïς)

Η δïκιµη� εÝναι αρνητικη� εÀν δεν απïµïνωθïυ� ν απïικÝες âακτηρÝων µετÀ 6 ηµÛρες η� εÀν δεν απïµïνωθïυ� ν øαρακτηριστικÛς
απïικÝες Pseudomonas solanacearum υπÞ την πρïυMπÞθεση Þτι δεν υπÀρøïυν υπÞνïιες για παρεµπÞδιση απÞ απïικÝες Àλλων
âακτηρÝων και øαρακτηριστικÛς απïικÝες της Ralstonia solanacearum απïµïνω� νïνται απÞ τïυς θετικïυ� ς µÀρτυρες.

Η δïκιµη� εÝναι θετικη� εÀν απïµïνωθïυ� ν øαρακτηριστικÛς απïικÝες Ralstonia solanacearum.

6. Βιïδïκιµη�

(âασÝúεται στην εργασÝα τïυ Janse, 1988)

6.1. Ìρησιµïπïιïυ� νται 10 πρïς δïκιµη� ευαÝσθητα σπïρÞæυτα τïµÀτας η� µελιτúÀνας ευρισκÞµενα στï στÀδιï τïυ 3ïυ πραγµατι-
κïυ� æυ� λλïυ για κÀθε δεÝγµα. Τα æυτÀ δεν πïτÝúïνται για 24 ω� ρες πριν απÞ τη µÞλυνση.

6.2. 100 el τïυ αιωρη� µατïς τïυ ιúη� µατïς κατανÛµïνται µεταêυ� των πειραµατïæυ� των. Τα στελÛøη µïλυ� νïνται µεταêυ� των
κïτυληδÞνων και σε Ûνα η� περισσÞτερα Àλλα σηµεÝα.

6.3. 10 σπïρÞæυτα µïλυ� νïνται µε την Ýδια τεøνικη� µε αιω� ρηµα 106 κυττÀρων ανÀ ml απÞ παθïγÞνï στÛλεøïς Pseudomonas
solanacearum æυλη� ς 3, âιïπïικιλÝας 2 για να øρησιµευ� σïυν ως θετικÞς µÀρτυρας και µε ρυθµιστικÞ διÀλυµα ιúη� µατïς για να
øρησιµευ� σïυν ως αρνητικÞς µÀρτυρας. Τα æυτÀ θετικïÝ µÀρτυρες, διαøωρÝúïνται απÞ τα Àλλα æυτÀ πρïς απïæυγη�
επιµïλυ� νσεων.

6.4. Τα σπïρÞæυτα αæη� νïνται να αναπτυøθïυ� ν για 4 εâδïµÀδες σε θερµïκρασÝα 22-28°C µε καθηµερινÞ πÞτισµα και υψηλη�
σøετικη� υγρασÝα. Παρατηρïυ� µε αν θα παρïυσιαστïυ� ν συµπτω� µατα µαρασµïυ� , επιναστÝας, øλω� ρωσης η� /και νανισµïυ� .

6.5. ΑπÞ τα πρïσâεâληµÛνα æυτÀ γÝνεται απïµÞνωση (µÛρïς ΙΙ). Ταυτïπïιïυ� νται ïι καθαρÛς καλλιÛργειες µε øαρακτηριστικη�
µïρæïλïγÝα (µÛρïς ΙΙ.4.1) και ïι καλλιÛργειες της Ralstonia solanacearum επιâεâαιω� νïνται µε δïκιµη� παθïγÛνειας
(µÛρïς ΙΙ.4.3).

6.6. Αν θεωρηθεÝ øρη� σιµï, ελÛγøεται η απïυσÝα µÞλυνσης σε παρτÝδες πειρïµατïæυ� των πïυ δεν παρïυσιÀúïυν Ûνδειêη µÞλυνσης.
ΑπÞ κÀθε æυτÞ αæαιρεÝται τµη� µα τïυ στελÛøïυς µη� κïυς 1 cm απÞ σηµεÝï ευρισκÞµενï σε απÞσταση 2 cm πÀνω απÞ τï
σηµεÝï µÞλυνσης. Ãι ιστïÝ ïµïιïγενïπïιïυ� νται σε ρυθµιστικÞ διαλυµÀ διαâρïøη� ς. ΕκτελεÝται δïκιµη� απïµÞνωσης µε την
τεøνικη� των αραιω� σεων σε στερεÞ υπÞστρωµα (µÛρïς ΙΙΙ.5.1). ΕÀν η δïκιµη� απïδειøθεÝ θετικη� , ïι καθαρÛς καλλιÛργειες µε
øαρακτηριστικη� µïρæïλïγÝα ταυτïπïιïυ� νται (µÛρïς ΙΙ.4.1) και ïι καλλιÛργειες Ralstonia solanacearum επιâεâαιω� νïνται µε
δïκιµη� παθïγÛνειας (µÛρïς ΙΙ.4.3).

ΕρµηνεÝα των απïτελεσµÀτων της âιïδïκιµη� ς

Η âιïδïκιµη� εÝναι αρνητικη� αν τα æυτÀ δïκιµη� ς δεν εÝναι πρïσâεâληµÛνα απÞ Ralstonia solanacearum υπÞ τïν Þρï Þτι η
Ralstonia solanacearum ανιøνευ� εται στïυς θετικïυ� ς µÀρτυρες.

Η âιïδïκιµη� εÝνα θετικη� αν τα æυτÀ δïκιµη� ς εÝναι πρïσâεâληµÛνα απÞ Ralstonia solanacearum.

7. ∆ïκιµη� εµπλïυτισµïυ�

(âασÝúεται στην εργασÝα των Elphinstone et al., 1996)

7.1. 100 el τïυ αιωρη� µατïς τïυ ιúη� µατïς µεταæÛρïνται σε 3 ml τρïπïπïιηµÛνïυ úωµïυ� SMSA (πρïσÀρτηµα 7).

7.2. ΕπωÀúïνται για 48 ω� ρες, εν πÀση δε περιπτω� σει Þøι περισσÞτερï απÞ 72 ω� ρες, στïυς 28°C διατηρω� ντας τï καπÀκι τïυ
σωλη� να πρïσαρµïσµÛνï øαλαρÀ για να αερÝúïνται.

7.3. Τï καπÀκι σæÝγγεται και ακïλïυθεÝ ανÀδευση σε συσκευη� vortex. ΛαµâÀνεται κατÀλληλη πïσÞτητα για τη δïκιµη� IF
(µÛρïς ΙΙΙ.2), τη δïκιµη� ELISA (µÛρïς ΙΙΙ.3) η� /και τη δïκιµη� PCR (µÛρïς ΙΙΙ.4).

8. ∆ïκιµη� παθïγÛνειας

ΑναæÛρεται στï µÛρïς ΙΙ.4.3.
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ΠρïσÀρτηµα 1

ΘρεπτικÀ υλικÀ για την απïµÞνωση και καλλιÛργεια της Ralstonia solanacearum

N u t r i e n t  A g a r  ( N A )

Nutrient Agar (Difco) 23 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

ΠαρασκευÀúïνται πïσÞτητες 1⁄2 λÝτρïυ απÞ τï θρεπτικÞ υλικÞ σε æιÀλες 1 λÝτρïυ.

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ.

Τï υλικÞ απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121 °C επÝ 15 λεπτÀ.

ΑκïλïυθεÝ ψυ� êη µÛøρι τïυς 50 °C και κατανÛµεται σε τρυâλÝα.

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

Yeast Extract (Difco) 5 g

Bacto Peptone (Difco) 5 g

D(+) γλυκÞúη (µïνïυMδρικη� ) 10 g

Bacto Agar (Difco) 15 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

ΠαρασκευÀúïνται πïσÞτητες 1/2 λÝτρïυ απÞ τï θρεπτικÞ υλικÞ σε æιÀλες 1 λÝτρïυ.

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ.

Τï υλικÞ απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121 °C επÝ 15 λεπτÀ.

ΑκïλïυθεÝ ψυ� êη µÛøρι τïυς 50 °C και κατανÛµεται σε τρυâλÝα.

S u c r o s e  P e p t o n e  A g a r  ( S P A )

ΣακøαρÞúη 20 g

ΠεπτÞνη 5 g

K2HPO4 0,5 g

MgSO4·7H2O 0,25 g

Bacto-Agar (Difco) 15 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

ΠαρασκευÀúïνται πïσÞτητες 1⁄2 λÝτρïυ απÞ τï θρεπτικÞ υλικÞ σε æιÀλες 1 λÝτρïυ.

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ και ρυθµÝúεται τï pH σε µÝα τιµη� απÞ 7,2 Ûως 7,4, αν εÝναι απαραÝτητï.

Τï υλικÞ απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121 °C επÝ 15 λεπτÀ.

ΑκïλïυθεÝ ψυ� êη µÛøρι τïυς 50 °C και κατανÛµεται σε τρυâλÝα.

Θ ρ ε π τ ι κ Þ  υ λ ι κ Þ  K e l m a n ’ s  t e t r a z o l i u m

Casamino acids (Difco) 1 g

Bacto Peptone (Difco) 10 g

∆εêτρÞúη 5 g

Bacto Agar (Difco) 15 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

ΠαρασκευÀúïνται πïσÞτητες 1/2 λÝτρïυ απÞ τï θρεπτικÞ υλικÞ σε æιÀλες 1 λÝτρïυ.

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ.

Τï υλικÞ απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121 °C επÝ 15 λεπτÀ.

ΑκïλïυθεÝ ψυ� êη µÛøρι τïυς 50 °C.

ΠρïστÝθεται υδατικÞ διÀλυµα øλωριïυ� øïυ τριæαινυλï-τετραúïλÝïυ (Sigma), τï ïπïÝï Ûøει απïστειρωθεÝ µε
διη� θηση απÞ æÝλτρï, ω� στε να ληæθεÝ τελικη� συγκÛντρωση 50 mg ανÀ λÝτρï.

Τï συ� νïλï κατανÛµεται σε τρυâλÝα.
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ΠρïσÀρτηµα 2

ΥλικÀ για την πρïετïιµασÝα τïυ δεÝγµατïς δïκιµη� ς

Ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  δ ι α â ρ ï ø η� ς :  Ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  æ ω σ æ ï ρ ι κ ω� ν  ιÞντων 50  m M ,
pH 7 ,0

Τï εν λÞγω ρυθµιστικÞ διÀλυµα øρησιµïπïιεÝται για τη διαâρïøη� ιστω� ν.

Na2 HPO4 4,26 g

KH2PO4 2,72 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ και ελÛγøεται η τιµη� τïυ pH. ΚατανÛµïνται κατÀλληλες πïσÞτητες ανÀλïγα µε τις
ανÀγκες.

Τï διÀλυµα απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121 °C επÝ 15 λεπτÀ.

ΚατÀ τη διεêαγωγη� της δïκιµη� ς PCR συνιστÀται η πρïσθη� κη διαλυ� µατïς poly vinyl pyrrolidone-40 000
(PVP-40) 5% πρïκειµÛνïυ να περιïριστεÝ η παρεµÞδιση της συ� νθεσης DNA λÞγω της παρïυσÝας αρωµατικω� ν
µïρÝων στï εκøυ� λισµα.

Για τη διαâρïøη� των τεµαøÝων των ιστω� ν των γεωµη� λων, συνιστÀται η πρïσθη� κη αντικρïκιδωτικïυ� , αντιαæρι-
στικïυ� παρÀγïντα η� αντιïêειδωτικïυ� µε την εæαρµïγη� της διαδικασÝας ïµïγενïπïÝησης Waring Blender η�
Ultra Thurrax.

Lubrol flakes 0,5 g ανÀ λÝτρï

DC silicone antifoam 1,0 ml ανÀ λÝτρï

ΠυρïæωσæïρικÞ τετρανÀτριï 1,0 g ανÀ λÝτρï

Τï υλικÞ αυτÞ απïστειρω� νεται êεøωριστÀ σε αυτÞκαυστï. ΑκïλïυθεÝ πρïσθη� κη (στï υλικÞ διαâρïøη� ς), Ûως
Þτïυ ληæθεÝ η επιθυµητη� συγκÛντρωση.

Ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  ι ú η� µ α τ ï ς :  Ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  æ ω σ æ ï ρ ι κ ω� ν  ιÞντων 10  mM, pH 7 , 2

Τï εν λÞγω ρυθµιστικÞ διÀλυµα øρησιµïπïιεÝται για τïν επανασøηµατισµÞ αιωρη� µατïς και την αραÝωση των
ιúηµÀτων των κω� νων τïυ σηµεÝïυ πρÞσæυσης τïυ στïλïνÝïυ των γεωµη� λων.

Na2HPO4·12H2O 2,7 g

NaH2PO4·2H2O 0,4 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ και ελÛγøεται η τιµη� τïυ pH. ΚατανÛµïνται κατÀλληλες πσÞτητες ανÀλïγα µε τις
ανÀγκες.

Τï διÀλυµα απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121 °C επÝ 15 λεπτÀ.
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ΠρïσÀρτηµα 3

ΥλικÀ για τη δïκιµη� IF

Ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  IF:  æ υ σ ι ï λ ï γ ι κ Þ ς  ï ρ Þ ς  µ ε  ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  æ ω σ æ ï ρ ι κ ω� ν  ι Þ ν τ ω ν
10 mM (PBS) ,  pH 7 ,2

Τï εν λÞγω ρυθµιστικÞ διÀλυµα øρησιµïπïιεÝται για την αραÝωση των αντιïρω� ν.

Na2 HPO4·12 H2O 2,7 g

NaH2 PO4·2 H2O 0,4 g

NaCl 8,0 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ και ελÛγøεται η τιµη� τïυ pH. ΚατανÛµïνται κατÀλληλες πïσÞτητες ανÀλïγα µε τις
ανÀγκες.

Τï διÀλυµα απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121°C επÝ 15 λεπτÀ.

Ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  I F - T w e e n

Τï εν λÞγω ρυθµιστικÞ διÀλυµα øρησιµïπïιεÝται για τï πλυ� σιµï των πλακω� ν. ΠρïστÝθεται 0,1% Tween 20 στï
ρυθµιστικÞ διÀλυµα IF.

0,1 M æ ω σ æ ï ρ ι κ Þ  ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  γ λ υ κ ε ρ Ý ν η ς ,  pH 7 ,6

ΑυτÞ τï ρυθµιστικÞ διÀλυµα øρησιµïπïιεÝται ως ρευστÞ πρïση� λωσης στα æατνÝα της πλÀκας της IF για την
ενÝσøυση τïυ æθïρισµïυ� .

Na2 HPO4·12 H2O 3,2 g

NaH2 PO4·2 H2O 0,15 g

ΓλυκερÝνη 50 ml

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 100 ml
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ΠρïσÀρτηµα 4

ΠρïσδιïρισµÞς τïυ âαθµïυ� µÞλυνσης στη δïκιµη� IF

ΕµâαδÞν (S) τïυ æατνÝïυ µιας πïλυæατνιακη� ς αντικειµενïæÞρïυ:

S =
π D2

4

Þπïυ D = διÀµετρïς τïυ æατνÝïυ (1)

ΕµâαδÞν (s) τïυ ïπτικïυ� πεδÝïυ τïυ αντικειµενικïυ� :

s =
π d2

4

Þπïυ d = διÀµετρïς τïυ ïπτικïυ� πεδÝïυ. (2)

Τï d υπïλïγÝúεται εÝτε µε απευθεÝας µÛτρηση εÝτε µε τïυς ακÞλïυθïυς τυ� πïυς:

s =
π i2

G2 K2 × 4 (3)

Þπïυ i = συντελεστη� ς πεδÝïυ (εêαρτÀται απÞ τïν τυ� πï τïυ πρïσïæθαλµÝïυ και κυµαÝνεται µεταêυ� 8
και 24),

K = συντελεστη� ς σωλη� να (1 η� 1,25),

G = µεγεθυντικη� ισøυ� ς τïυ αντικειµενικïυ� (100×, 40× κ.λπ.)

απÞ τïν (2)

d = ÎW4s
π (4)

απÞ τïν (3)

d = ÎWW4 ×
π i2

G2 K2 × 4
p

=
ι

GK

ΜετρÀται ï αριθµÞς των τυπικω� ν æθïριúÞντων κυττÀρων ανÀ πεδÝï (c).

ΥπïλïγÝúεται ï αριθµÞς των τυπικω� ν æθïριúÞντων κυττÀρων ανÀ æατνÝï (C).

C = c
S
s

ΥπïλïγÝúεται ï αριθµÞς τυπικω� ν æθïριúÞντων κυττÀρων ανÀ ml ιúη� µατïς (N)

N = C ×
1 000

y
× F

Þπïυ y = Þγκïς ιúη� µατïς στï æατνÝï

F = υντελεστη� ς αραÝωσης τïυ ιúη� µατïς.
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ΠρïσÀρτηµα 5

ΥλικÀ για τη δïκιµη� ELISA

Α ν θ ρ α κ ι κ Þ  ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  ε π ι κ À λ υ ψ η ς ,  δ ι π λ η� ς  ισøυ� ïς,  pH 9 ,6

Na2CO3 6,36 g

NaHCO3 11,72 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ και ελÛγøεται η τιµη� τïυ pH. ΚατανÛµïνται κατÀλληλες πïσÞτητες ανÀλïγα µε τις
ανÀγκες.

Τï διÀλυµα απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121°C επÝ 15 λεπτÀ.

Αν τï εκøυ� λισµα περιÛøει µεγÀλï πïσïστÞ αρωµατικω� ν µïρÝων, µπïρεÝ να πρïστεθεÝ, ως αντιïêειδωτικÞ,
θειω� δες νÀτριï σε τελικη� συγκÛντρωση 0,2%.

Φ υ σ ι ï λ ï γ ι κ Þ ς  ï ρ Þ ς  µ ε  ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  æ ω σ æ ï ρ ι κ ω� ν  ιÞντων 1 0 × (PBS) ,  pH 7 ,4

NaCl 80 g

KH2PO4 2 g

Na2HPO4 ·12H2O 29 g

KCl 2 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ και ελÛγøεται η τιµη� τïυ pH. ΚατανÛµïνται κατÀλληλες πïσÞτητες ανÀλïγα µε τις
ανÀγκες.

Τï διÀλυµα απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121°C επÝ 15 λεπτÀ.

Φ υ σ ι ï λ ï γ ι κ Þ ς  ï ρ Þ ς  µ ε  ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  æ ω σ æ ï ρ ι κ ω� ν  ι Þ ν τ ω ν - T w e e n  ( P B S - T )

10 × PBS 100 ml

10% Tween 20 5 ml

ΑπïσταγµÛνï νÛρï 895 ml

Ρ υ θ µ ι σ τ ι κ Þ  δ ι À λ υ µ α  æ ρ α γ µ ï υ� ( α ν τ ι σ ω µ À τ ω ν )  (πρÛπει να Ûøει παρασκευαστεÝ πρÞσæατα)

10 × PBS 10 ml

Polyvinylpyrrolidone-44000 MWT (PVP-44) 2 g

10% Tween 20 0,5 g

ΓÀλα σε σκÞνη 0,5 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ Ûως 100 ml

∆ ι À λ υ µ α  υ π ï σ τ ρ ω� µ α τ ï ς  α λ κ α λ ι κ η� ς  æ ω σ æ α τ À σ η ς ,  pH 9 ,8

∆ιαιθανïλαµÝνη 97 ml

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 800 ml

Αναµειγνυ� ïνται και ρυθµÝúεται η τιµη� τïυ pH 9,8 µε πυκνÞ HCl.

Συµπληρω� νεται απïσταγµÛνï νερÞ µÛøρι τελικïυ� Þγκïυ 1 λÝτρïυ.

ΠρïστÝθενται 0,2 g MgCl2.

∆ιαλυ� ïνται 2 δισκÝα υπïστρω� µατïς æωσæατÀσης των 5 mg (Sigma) ανÀ 15 ml διαλυ� µατïς.
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ΠρïσÀρτηµα 6

ΥλικÀ για τη δïκιµη� PCR

Α κ ï λ ï υ θ Ý α  ï λ ι γ ï ν ï υ κ λ ε ï τ ι δ Ý ω ν  ε κ κ ι ν η τ ω� ν :

Εκκινητη� ς OLI-1 59-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-39

Εκκινητη� ς Y-2 59CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-39

Για τα υλικÀ âλÛπε την εργασÝα των Seal et al. (1993).

ΠρïσÀρτηµα 7

ΥλικÀ για την εκλεκτικη� απïµÞνωση επÝ στερεïυ� θρεπτικïυ� υπïστρω� µατïς και δïκιµÛς εµπλïυτισµïυ�

Ε κ λ ε κ τ ι κ Þ  θ ρ ε π τ ι κ Þ  υ λ ι κ Þ  SMSA (Engelbrecht 1994, Þπως τρïπïπïιη� θηκε απÞ τïν Elphinstone et al.,
1996)

ΒασικÞ θρεπτικÞ υλικÞ

Casamino acids (Difco) 1 g

Bacto peptone (Difco) 10 g

ΓλυκερÝνη 5 ml

�Αγαρ (Difco) 15 g

ΑπïσταγµÛνï νερÞ 1 λÝτρï

ΠαρασκευÀúïνται πïσÞτητες 1⁄2 λÝτρïυ απÞ τï θρεπτικÞ υλικÞ σε æιÀλες 1 λÝτρïυ.

∆ιαλυ� ïνται τα συστατικÀ και ελÛγøεται η τιµη� τïυ pH. Πριν απÞ την απïστεÝρωση σε αυτÞκαυστï ρυθµÝúεται
τï pH στην τιµη� 6,5, αν κρÝνεται απαραÝτητï. Η Ralstonia solanacearum δεν αναπτυ� σσεται σωστÀ στï θρεπτικÞ
υλικÞ, αν τï pH εÝναι µεγαλυ� τερï τïυ 7,0. Τï υλικÞ απïστειρω� νεται σε αυτÞκαυστï στïυς 121°C επÝ 15
λεπτÀ.

ΑκïλïυθεÝ ψυ� êη µÛøρι τïυς 50°C.

ΠρïστÝθενται τα ακÞλïυθα συστατικÀ (Þλα της Sigma) ω� στε αν ληæθïυ� ν ïι πρïδιαγεγραµµÛνες τελικÛς
συγκεντρω� σεις.

Crystal violet 5 mg ανÀ λÝτρï

Θει ικη� πïλυµιêÝνη Β 100 mg ανÀ λÝτρï (περÝπïυ 600 000 µïνÀδες) Sigma P-1004
ΒακιτρακÝνη(*) 25 mg ανÀ λÝτρï (περÝπïυ 1 250 µïνÀδες) Sigma P-0125
ÌλωραµæενικÞλη 5 mg ανÀ λÝτρï Sigma C-3175
ΠενικιλÝνη-G 0,5 mg ανÀ λÝτρï (περÝπïυ 825 µïνÀδες) Sigma P-3032
�Αλατα τετραúïλÝïυ 50 mg ανÀ λÝτρï

Τα συστατικÀ διαλυ� ïνται σε αιθανÞλη 70% µÛøρι να ληæθïυ� ν ïι τελικÛς συγκεντρω� σεις για τïν Þγκï τïυ
θρεπτικïυ� υλικïυ� πïυ πρÞκειται να παρασκευασθεÝ. ÃρισµÛνα συστατικÀ, Þπως η πïλυµιêÝνη Β και η
øλωραµæενικÞλη απαιτïυ� ν ελαæρÀ θÛρµανση και ανÀδευση.

·ωµÞς  SMSA (Elphinstone et al., 1996)

ΠαρασκευÀúεται Þπως και τï SMSA εκλεκτικÞ υλικÞ, αλλÀ παραλεÝπεται τï Àγαρ. ΚατανÛµεται σε πïσÞτητες
των 3 ml σε σωλη� νες Universal µÝας øρη� σης των 30 ml.

(*) Αν øρειÀúεται, εÝναι δυνατÞ, αυêÀνïντας τη συγκÛντρωση της âακιτρακÝνης σε 300 ppm, να περιïρισθεÝ η επιµÞλυνση απÞ
σαπρïæυτικÀ âακτηρÝδια øωρÝς να µειωθεÝ η ανÀκτηση της Ralstonia solanacearum.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ III

1. Για κÀθε πιθανïλïγïυ� µενη εµæÀνιση για την ïπïÝα υπÀρøει θετικÞ απïτÛλεσµα απÞ την η� τις µαúικÛς
δïκιµÛς, για µεν τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ, µε τη µÛθïδï τïυ παραρτη� µατïς II, για δε Þλες τις Àλλες
περιπτω� σεις, µε ïπïιαδη� πïτε Àλλη επιση� µως εγκεκριµÛνη µÛθïδï, και για την ïπïÝα αναµÛνεται επιâεâαÝω-
ση η� διÀψευση µε την εν λÞγω µÛθïδï, παρακρατïυ� νται και æυλÀσσïνται καταλλη� λως:

— στï µÛτρï τïυ δυνατïυ� , η παρτÝδα, η� µÛρïς της παρτÝδας (απÞ την ïπïÝα Ûøει ληæθεÝ τï δεÝγµα) στην
αρøικη� της συσκευασÝα µε την ετικÛτα,

— στï µÛτρï τïυ δυνατïυ� , κÀθε εναπïµÛνïν τµη� µα των δειγµÀτων,

— κÀθε εναπïµÛνïν εκøυ� λισµα και υλικÞ πïυ øρησιµïπïιη� θηκε για την η� τις µαúικÛς δïκιµÛς π.ø.
αντικειµενïæÞρïι ανïσïæθïρισµïυ�

και

— Þλη η σøετικη� τεκµηρÝωση,

µÛøρι την ïλïκλη� ρωση της εν λÞγω µεθÞδïυ.

2. Σε περÝπτωση επιâεâαÝωσης της παρïυσÝας τïυ ïργανισµïυ� , παρακρατεÝται και æυλÀσσεται καταλλη� λως:

— τï υλικÞ πïυ αναæÛρεται στην παρÀγραæï 1 και

— Ûνα δεÝγµα τïυ µïλυσµÛνïυ υλικïυ� τïµÀτας η� µελιτúÀνας τï ïπïÝï Ûøει εµâïλιαστεÝ µε εκøυ� λισµα
κïνδυ� λïυ η� æυτïυ� , κατÀ περÝπτωση και

— η απïµενωµÛνη καλλιÛργεια τïυ ïργανισµïυ� ,

για τïυλÀøιστïν Ûνα µη� να µετÀ τη διαδικασÝα κïινïπïÝησης âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 2.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ IV

Τα στïιøεÝα των ελÛγøων πïυ αναæÛρïνται στï Àρθρï 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï i), περιλαµâÀνïυν
κατÀ περÝπτωση:

i) τïυς τÞπïυς παραγωγη� ς,

— Þπïυ καλλιεργïυ� νται η� Ûøïυν καλλιεργηθεÝ πατÀτες πïυ Ûøïυν κλωνικη� σøÛση µε τις µïλυσµÛνες απÞ
τïν ïργανισµÞ πατÀτες,

— Þπïυ καλλιεργïυ� νται η� Ûøïυν καλλιεργηθεÝ τïµÀτες πïυ Ûøïυν την Ýδια πρïÛλευση µε τις µïλυσµÛνες
απÞ τïν ïργανισµÞ τïµÀτες,

— Þπïυ καλλιεργïυ� νται η� Ûøïυν καλλιεργηθεÝ πατÀτες η� τïµÀτες ïι ïπïÝες υπÞκεινται σε επÝσηµï Ûλεγøï
λÞγω της πιθανïλïγïυ� µενης εµæÀνισης τïυ ïργανισµïυ� ,

— Þπïυ καλλιεργïυ� νται η� Ûøïυν καλλιεργηθεÝ πατÀτες πïυ Ûøïυν κλωνικη� σøÛση µε πατÀτες πïυ
καλλιεργïυ� νται σε µïλυσµÛνïυς απÞ τïν ïργανισµÞ τÞπïυς,

— Þπïυ καλλιεργïυ� νται πατÀτες η� τïµÀτες ïι ïπïÝïι γειτνιÀúïυν µε µïλυσµÛνïυς τÞπïυς παραγωγη� ς,
συµπεριλαµâανïµÛνων εκεÝνων πïυ øρησιµïπïιïυ� ν τïν Ýδιï εêïπλισµÞ και εγκαταστÀσεις παραγωγη� ς
απευθεÝας η� µÛσω κïινïυ� αναδÞøïυ,

— πïυ øρησιµïπïιïυ� ν επιæανειακÞ νερÞ για Àρδευση η� ψεκασµÞ απÞ πηγÛς για τις ïπïÝες Ûøει επιâεâαιω-
θεÝ η� πιθανïλïγεÝται Þτι Ûøïυν µïλυνθεÝ απÞ τïν ïργανισµÞ,

— πïυ øρησιµïπïιïυ� ν επιæανειακÞ νερÞ για Àρδευση η� ψεκασµÞ απÞ πηγη� πïυ øρησιµïπïιεÝται απÞ
κïινïυ� µε τÞπïυς παραγωγη� ς για τις ïπïÝïυς Ûøει επιâεâαιωθεÝ η� πιθανïλïγεÝται Þτι Ûøïυν µïλυνθεÝ
απÞ τïν ïργανισµÞ,

— πïυ πληµµυρÝúïυν η� Ûøïυν πληµµυρÝσει µε επιæανειακÞ νερÞ για τï ïπïÝï Ûøει επιâεâαιωθεÝ η�
πιθανïλïγεÝται Þτι Ûøει µïλυνθεÝ απÞ τïν ïργανισµÞ

και

ii) τï επιæανειακÞ νερÞ τï ïπïÝï øρησιµïπïιη� θηκε για Àρδευση η� ψεκασµÞ στïν η� τïυς αγρïυ� ς η� στïν η� τïυς
τÞπïυς παραγωγη� ς για τις ïπïÝες Ûøει επιâεâαιωθεÝ Þτι εÝναι µïλυσµÛνïι απÞ τïν ïργανισµÞ η� τï ïπïÝï
πληµµυ� ρισε τïυς εν λÞγω αγρïυ� ς η� τÞπïυς παραγωγη� ς.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ V

1. Τï στïιøεÝα τïυ πρïσδιïρισµïυ� της Ûκτασης της πιθανη� ς µÞλυνσης âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1,
στïιøεÝï α), σηµεÝï iii) και τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï γ), σηµεÝï iii), περιλαµâÀνïυν, κατÀ
περÝπτωση:

— τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ πïυ παρÀγεται σε τÞπï παραγωγη� ς øαρακτηρισµÛνï ως µïλυσµÛνï
âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1 στïιøεÝï α), σηµεÝï ii),

— τïν η� τïυς τÞπïυς παραγωγη� ς πïυ συνδÛïνται µε τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ πïυ Ûøει øαρακτηρι-
σθεÝ ως µïλυσµÛνï âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1 στïιøεÝï α), σηµεÝï ii), συµπεριλαµâανïµÛνων
εκεÝνων πïυ øρησιµïπïιïυ� ν τïν Ýδιï εêïπλισµÞ και εγκαταστÀσεις παραγωγη� ς απευθεÝας η� µÛσω κïινïυ�
αναδÞøïυ,

— τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ πïυ παρÀγεται στïν η� τïυς τÞπïυς παραγωγη� ς πïυ αναæÛρïνται στην
πρïηγïυ� µενη περÝπτωση, η� πïυ υπη� ρøε στïν η� τïυς τÞπïυς παραγωγη� ς κατÀ την Ýδια περÝïδï κατÀ την
ïπïÝα τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ πïυ øαρακτηρÝστηκε ως µïλυσµÛνï âÀσει τïυ Àρθρïυ 5
παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï ii), υπη� ρøε στïυς τÞπïυς παραγωγη� ς πïυ αναæÛρïνται στην πρω� τη
περÝπτωση,

— τις απïθη� κες πïυ διακινïυ� ν τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ πρïÛλευσης των ανωτÛρω τÞπων παρα-
γωγη� ς,

— κÀθε µηøÀνηµα, Þøηµα, περιÛκτης, απïθη� κη η� µïνÀδα αυτω� ν και κÀθε Àλλï αντικεÝµενï, συµπεριλαµâα-
νïµÛνων των υλικω� ν συσκευασÝας, πïυ ενδÛøεται να Ûøïυν Ûλθει σε επαæη� µε τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ
υλικÞ øαρακτηρισµÛνï ως µïλυσµÛνï âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), στïιøεÝï ii),

— κÀθε καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ πïυ Ûøει απïθηκευτεÝ η� η� λθε σε επαæη� , µε ïπïιαδη� πïτε κατασκευη�
η� αντικεÝµενï πïυ απαριθµεÝται στην πρïηγïυ� µενη περÝπτωση, πριν απÞ τïν καθαρισµÞ και την απï-
λυ� µανση αυτω� ν των κατασκευω� ν και αντικειµÛνων,

— âÀσει των απïτελεσµÀτων των ελÛγøων και των δïκιµω� ν πïυ διενεργïυ� νται συ� µæωνα µε τï Àρθρï 5
παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï i), για τις πατÀτες, τïυς κïνδυ� λïυς η� æυτÀ µε αδελæικη� η� γïνικη�
κλωνικη� σøÛση, και, για τις τïµÀτες, τα æυτÀ της Ýδιας πρïÛλευσης, µε τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ
πïυ øαρακτηρÝστηκε ως µïλυσµÛνï âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï ii), και τα
ïπïÝα, µïλïνÞτι ενδÛøεται να Ûδωσαν αρνητικÀ απïτελÛσµατα κατÀ τις δïκιµÛς ανÝøνευσης τïυ
ïργανισµïυ� , κρÝνεται πιθανÞν να εÝναι µïλυσµÛνα λÞγω κλωνικη� ς σøÛσης,

— τïν η� τïυς τÞπïυς παραγωγη� ς τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� πïυ αναæÛρεται στην πρïηγïυ� µενη
περÝπτωση,

— τïν η� τïυς τÞπïυς παραγωγη� ς καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� πïυ øρησιµïπïιïυ� ν νερÞ για Àρδευση η�
ψεκασµÞ τï ïπïÝï Ûøει øαρακτηρισθεÝ ως µïλυσµÛνï âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï ii),
σηµεÝï ii),

— τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ πïυ Ûøει παραøθεÝ σε αγρïυ� ς ïι ïπïÝïι Ûøïυν πληµµυρÝσει µε επιæανει-
ακÞ νερÞ για τï ïπïÝï Ûøει επιâεâαιωθεÝ Þτι Ûøει µïλυνθεÝ απÞ τïν ïργανισµÞ.

2. Ã πρïσδιïρισµÞς της πιθανη� ς µετÀδïσης πïυ αναæÛρεται στï Àρθρï 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α),
σηµεÝï iv) και τï Àρθρï 5, παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï γ), σηµεÝï iii), περιλαµâÀνει:

i) στις περιπτω� σεις âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï iv), τα ακÞλïυθα στïιøεÝα πïυ
πρÛπει να λαµâÀνïνται υπÞψη:

— τη γειτνÝαση Àλλων τÞπων παραγωγη� ς Þπïυ καλλιεργεÝται τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ,

— τη συνη� θη παραγωγη� και øρησιµïπïÝηση τïυ συγκεκριµÛνïυ απïθÛµατïς πατατÞσπïρïυ,

— τïυς τÞπïυς παραγωγη� ς πïυ øρησιµïπïιïυ� ν επιæανειακÞ νερÞ για Àρδευση η� ψεκασµÞ τïυ
καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� σε περιπτω� σεις κατÀ τις ïπïÝες υπÀρøει η� υπη� ρêε κÝνδυνïς
απïρρïω� ν επιæανειακïυ� νερïυ� απÞ καλλιεργη� σιµα εδÀæη πïυ Ûøïυν øαρακτηρισθεÝ ως µïλυσµÛνα
âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï ii), η� πληµµυ� ρας των εδαæω� ν αυτω� ν απÞ
επιæανειακÞ νερÞ,

ii) στις περιπτω� σεις κατÀ τις ïπïÝες τï επιæανειακÞ νερÞ øαρακτηρÝστηκε ως µïλυσµÛνï âÀσει τïυ
Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï γ), σηµεÝï ii):

— τïν η� τïυς τÞπïυς παραγωγη� ς τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� πïυ γειτνιÀúïυν η� πïυ υπÀρøει
κÝνδυνïς να πληµµυρÝσïυν µε επιæανειακÞ νερÞ øαρακτηρισµÛνï ως µïλυσµÛνï,

— ïπïιαδη� πïτε µη συρρÛïυσα αρδευτικη� λεκÀνη πïυ συνδÛεται µε τï επιæανειακÞ νερÞ πïυ Ûøει
øαρακτηρισθεÝ ως µïλυσµÛνï.
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3. Ãι λεπτïµÛρειες της κïινïπïÝησης πïυ αναæÛρεται στï Àρθρï 5 παρÀγραæïς 2, πρω� τï εδÀæιï, περιλαµ-
âÀνïυν:

— την ηµερïµηνÝα κïινïπïÝησης της πιθανïλïγïυ� µενης εµæÀνισης âÀσει τïυ Àρθρïυ 4 και τις ηµερïµηνÝες
των δειγµατïληψιω� ν και της επιâεâαÝωσης της παρïυσÝας τïυ ïργανισµïυ� âÀσει τïυ Àρθρïυ 5, κατÀ
περÝπτωση,

— περιγραæη� των στïιøεÝων της πρïσδιïρισθεÝσας µÞλυνσης και της ïριïθÛτησης της úω� νης.

4. Ãι λεπτïµÛρειες της πρÞσθετης κïινïπïÝησης πïυ αναæÛρεται στï Àρθρï 5 παρÀγραæïς 2, δευ� τερï εδÀæιï,
περιλαµâÀνïυν:

— για κÀθε απïστïλη� η� παρτÝδα πατÀτας πïυ Ûøει øαρακτηρισθεÝ ως µïλυσµÛνη, κατÀ περÝπτωση, τα
πιστïπïιητικÀ πïυ ïρÝúïνται στα Àρθρα 7 και 8 της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ, τïν αριθµÞ διαâατηρÝïυ η� τïν
αριθµÞ µητρω� ïυ τïυ πατατïπαραγωγïυ� , της συνεταιριστικη� ς απïθη� κης και τïυ κÛντρïυ απïστïλη� ς,

— για κÀθε απïστïλη� η� παρτÝδα τïµÀτας πïυ Ûøει øαρακτηρισθεÝ ως µïλυσµÛνη, τα πιστïπïιητικÀ πïυ
ïρÝúïνται στα Àρθρα 7 η� 8 της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ και τïν αριθµÞ διαâατηρÝïυ, συ� µæωνα µε τïν
κατÀλïγï τïυ παραρτη� µατïς V, µÛρïς Α, τµη� µα I σηµεÝï 2.2 της ïδηγÝας 77/93/ΕÃΚ,

— την ïνïµασÝα και την κατηγïρÝα της πïικιλÝας για τα απïθÛµατα πατατÞσπïρïυ και, Þπïυ εÝναι δυνατÞ,
για Þλες τις Àλλες περιπτω� σεις,

— ïπïιαδη� πïτε Àλλη πληρïæïρÝα για τï επιâεâαιωθÛν κρïυ� σµα την ïπïÝα απαιτεÝ η Επιτρïπη� .
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VI

1. Ùσïν αæïρÀ τï Àρθρï 6 παρÀγραæïς 1, ïι διατÀêεις εÝναι ïι εêη� ς:

— καυ� ση η�

— øρη� ση ως úωïτρïæη� µετÀ απÞ θερµικη� επεêεργασÝα ω� στε να µην υπÀρøει κÝνδυνïς επιâÝωσης τïυ
ïργανισµïυ� η�

— µε εις âÀθïς ταæη� σε τïπïθεσÝα διÀθεσης στην ïπïÝα δεν υπÀρøει κÝνδυνïς διη� θησης σε γεωργικÀ
εδÀæη η� επαæη� ς µε πηγÛς νερïυ� πïυ µπïρïυ� ν να øρησιµïπïιïυ� νται για Àρδευση γεωργικω� ν εδαæω� ν
η�

— âιïµηøανικη� µεταπïÝηση µÛσω απευθεÝας και Àµεσης παρÀδïσης σε µεταπïιητικη� µïνÀδα µε επιση� µως
εγκεκριµÛνες εγκαταστÀσεις διÀθεσης απïâλη� των ïι ïπïÝες ανταπïκρÝνïνται στις διατÀêεις τïυ
παραρτη� µατïς VII της παρïυ� σας ïδηγÝας η�

— Àλλα µÛτρα, µε την πρïυMπÞθεση Þτι Ûøει διαπιστωθεÝ Þτι δεν υπÀρøει εµæανη� ς κÝνδυνïς µετÀδïσης τïυ
ïργανισµïυ� ¯ τα µÛτρα αυτÀ πρÛπει να κïινïπïιïυ� νται αµÛσως στην Επιτρïπη� και τα Àλλα κρÀτη
µÛλη.

2. Η κατÀλληλη øρη� ση η� διÀθεση τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� πïυ αναæÛρεται στï Àρθρï 6
παρÀγραæïς 2, υπÞ τïν Ûλεγøï των αρµÞδιων επÝσηµων æïρÛων τïυ η� των ïικεÝων κρατω� ν µελω� ν, µε την
κατÀλληλη συνεργασÝα µεταêυ� των αρµÞδιων επÝσηµων æïρÛων ω� στε να εêασæαλÝúεται πÀντïτε ï Ûλεγøïς
αυτÞς και µε την Ûγκριση τïυ αρµÞδιïυ επÝσηµïυ æïρÛα τïυ κρÀτïυς µÛλïυς στï ïπïÝï συσκευÀúïνται η�
µεταπïιïυ� νται ïι πατÀτες Þσïν αæïρÀ τις εγκαταστÀσεις διÀθεσης απïâλη� των πïυ αναæÛρïνται στην
πρω� τη και τη δευ� τερη περÝπτωση, εÝναι η ακÞλïυθη:

i) για τïυς κïνδυ� λïυς πατÀτας,

— øρη� ση ως πατÀτες εµπïρÝïυ για κατανÀλωση και συσκευασµÛνες σε øω� ρïυς µε κατÀλληλες
εγκαταστÀσεις διÀθεσης απïâλη� των, Ûτïιµες για Àµεση παρÀδïση και øρη� ση øωρÝς νÛα συσκευα-
σÝα, και πïυ πρïïρÝúïνται για τÛτïιïυ εÝδïυς Àµεση παρÀδïση και øρη� ση η�

— øρη� ση ως πατÀτες εµπïρÝïυ για âιïµηøανικη� µεταπïÝηση, πïυ πρïïρÝúïνται για απευθεÝας και
Àµεση παρÀδïση σε µεταπïιητικη� µïνÀδα µε κατÀλληλες εγκαταστÀσεις διÀθεσης απïâλη� των η�

— Àλλη øρη� ση η� διÀθεση, µε την πρïυMπÞθεση Þτι Ûøει διαπιστωθεÝ Þτι δεν υπÀρøει εµæανη� ς κÝνδυνïς
µετÀδïσης τïυ ïργανισµïυ� , και εæÞσïν Ûøει øïρηγηθεÝ Ûγκριση των πρïαναæερÞµενων υπευ� θυνων
επÝσηµων æïρÛων. Τα µÛτρα αυτÀ κïινïπïιïυ� νται αµÛσως στην Επιτρïπη� και τα λïιπÀ κρÀτη
µÛλη,

ii) για Àλλα µÛρη των æυτω� ν, συµπεριλαµâανïµÛνων των υπïλειµµÀτων âλαστω� ν και æυλλω� µατïς,

— καταστρïæη� η�

— Àλλη øρη� ση η� διÀθεση, µε την πρïυMπÞθεση Þτι Ûøει διαπιστωθεÝ Þτι δεν υπÀρøει εµæανη� ς κÝνδυνïς
µετÀδïσης τïυ ïργανισµïυ� ¯ τα µÛτρα αυτÀ πρÛπει να κïινïπïιïυ� νται στην Επιτρïπη� και τα Àλλα
κρÀτη µÛλη.

3. Ãι κατÀλληλες µÛθïδïι απïλυ� µανσης των αντικειµÛνων πïυ αναæÛρïνται στï Àρθρï 6 παρÀγραæïς 3
πρÛπει να εÝναι ï καθαρισµÞς και, κατÀ περÝπτωση, η απïλυ� µανση, Ûτσι ω� στε να µην υπÀρøει εµæανη� ς
κÝνδυνïς µετÀδïσης τïυ ïργανισµïυ� και πρÛπει να εæαρµÞúïνται υπÞ την επïπτεÝα των αρµÞδιων
επÝσηµων æïρÛων των κρατω� ν µελω� ν.

4. Η σειρÀ µÛτρων πïυ εæαρµÞúïυν τα κρÀτη µÛλη στην η� τις úω� νες πïυ ïριïθετïυ� νται âÀσει τïυ Àρθρïυ 5
παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï iv) και στïιøεÝï γ), σηµεÝï iii), και αναæÛρïνται στï Àρθρï 6
παρÀγραæïς 4, περιλαµâÀνει:

4.1. Σε τÞπïυς παραγωγη� ς πïυ øαρακτηρÝúïνται ως µïλυσµÛνïι âÀσει τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1,
στïιøεÝï α), σηµεÝï ii):

α) σε αγρÞ η� µïνÀδα µε πρïστατευµÛνες καλλιÛργειες πïυ øαρακτηρÝúïνται ως µïλυσµÛνες âÀσει τïυ
Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï ii), εÝτε
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i) κατÀ τη διÀρκεια τïυλÀøιστïν τεσσÀρων καλλιεργητικω� ν ετω� ν µετÀ τï Ûτïς της πρïσδιïρισθεÝσας
µÞλυνσης,

— λαµâÀνïνται µÛτρα για την εêÀλειψη των αυτïæυω� ν æυτω� ν πατÀτας και τïµÀτας και Àλλων
êενιστω� ν τïυ ïργανισµïυ� συµπεριλαµâανïµÛνων των úιúανÝων της ïικïγÛνειας των σïλανιδω� ν
και

— δεν æυτÛïνται:

— κÞνδυλïι η� æυτÀ πατÀτας,

— æυτÀ και σπÞρïι τïµÀτας,

— ανÀλïγα µε τη âιïλïγÝα τïυ ïργανισµïυ� ,

— Àλλïι êενιστÛς,

— æυτÀ τïυ εÝδïυς Brassica, στα ïπïÝα υπÀρøει εµæανη� ς κÝνδυνïς επιâÝωσης τïυ ïργανι-
σµïυ� ,

— καλλιÛργειες στις ïπïÝες υπÀρøει εµæανη� ς κÝνδυνïς εêÀπλωσης τïυ ïργανισµïυ� ,

— κατÀ την πρω� τη καλλιεργητικη� περÝïδï πατÀτας η� τïµÀτας µετÀ την περÝïδï πïυ καθïρÝúεται
στην πρïηγïυ� µενη περÝπτωση, και υπÞ την πρïυMπÞθεση Þτι ï αγρÞς εÝναι απαλλαγµÛνïς απÞ
αυτïæυη� æυτÀ τïµÀτας και πατÀτας και Àλλα æυτÀ êενιστÛς συµπεριλαµâανïµÛνων των
úιúανÝων της ïικïγÛνειας των σïλανιδω� ν, πρÛπει για δυ� ï τïυλÀøιστïν συναπτÀ καλλιεργητικÀ
Ûτη πριν τη æυ� τευση,

— στην περÝπτωση της πατÀτας, να æυτευ� εται επιση� µως πιστïπïιηµÛνïς πατατÞσπïρïς µÞνï
για παραγωγη� πατÀτας εµπïρÝïυ και,

— να διεêÀγεται επÝσηµη Ûρευνα συµπεριλαµâανïµÛνων των δïκιµω� ν, Þπως πρïâλÛπεται στï
Àρθρï 2 παρÀγραæïς 1,

— κατÀ την καλλιεργητικη� περÝïδï πατÀτας η� τïµÀτας µετÀ την περÝïδï πïυ καθïρÝúεται στην
πρïηγïυ� µενη περÝπτωση και συ� µæωνα µε Ûνα κατÀλληλï συ� στηµα αµειψισπïρÀς, æυτευ� εται,
στην περÝπτωση της πατÀτας, επιση� µως πιστïπïιηµÛνïς πατατÞσπïρïς για παραγωγη� εÝτε
πατατÞσπïρïυ εÝτε πατÀτας εµπïρÝïυ και, στην περÝπτωση της πατÀτας και τïµÀτας, πραγµα-
τïπïιεÝται επÝσηµïς Ûλεγøïς Þπως καθïρÝúεται στï Àρθρï 2 παρÀγραæïς 1 η�

ii) κατÀ τα πÛντε καλλιεργητικÀ Ûτη µετÀ την περÝïδï της πρïσδιïρισθεÝσας µÞλυνσης,

— λαµâÀνïνται µÛτρα για την εêÀλειψη των αυτïæυω� ν æυτω� ν πατÀτας και τïµÀτας και Àλλων
êενιστω� ν τïυ ïργανισµïυ� , συµπεριλαµâανïµÛνων των úιúανÝων της ïικïγÛνειας των σïλανιδω� ν
και

— ï αγρÞς διατηρεÝται, κατÀ τα πρω� τα τρÝα Ûτη, εÝτε øÛρσïς εÝτε µε σιτηρÀ ανÀλïγα µε τïν
πρïσδιïρισθÛντα κÝνδυνï, εÝτε ως µÞνιµïς âïσκÞτïπïς στïν ïπïÝï η âλÀστηση κÞâεται συøνÀ
και øαµηλÀ η� ï ïπïÝïς øρησιµïπïιεÝται για εντατικη� âÞσκηση η� ως øïρτïνïµη� για παραγωγη�
σπÞρων¯ η æυ� τευση κατÀ τα ακÞλïυθα δυ� ï Ûτη πραγµατïπïιεÝται µε æυτÀ πïυ δεν εÝναι
êενιστÛς τïυ ïργανισµïυ� για τα ïπïÝα δεν υπÀρøει εµæανη� ς κÝνδυνïς επιâÝωσης η� διÀδïσης
τïυ ïργανισµïυ� ,

— κατÀ την πρω� τη καλλιεργητικη� περÝïδï πατÀτας η� τïµÀτας µετÀ την περÝïδï πïυ καθïρÝúεται
στην πρïηγïυ� µενη περÝπτωση,

— στην περÝπτωση της πατÀτας, æυτευ� εται επιση� µως πιστïπïιηµÛνïς πατατÞσπïρïς για
παραγωγη� εÝτε πατατÞσπïρïυ εÝτε πατÀτας εµπïρÝïυ,

και διεêÀγεται επÝσηµη µελÛτη, συµπεριλαµâανïµÛνων δïκιµω� ν, Þπως καθïρÝúεται στï Àρθρï 2
παρÀγραæïς 1¯

â) σε Àλλïυς αγρïυ� ς:

— κατÀ τï καλλιεργητικÞ Ûτïς µετÀ την πρïσδιïρισθεÝσα µÞλυνση:

— εÝτε δεν æυτευ� ïνται κÞνδυλïι η� æυτÀ πατÀτας, η� Àλλα æυτÀ êενιστÛς τïυ ïργανισµïυ� , και
λαµâÀνïνται µÛτρα για την εêÀλειψη των αυτïæυω� ν æυτω� ν πατÀτας και τïµÀτας και Àλλων
êενιστω� ν, συµπεριλαµâανïµÛνων των úιúανÝων της ïικïγÛνειας των σïλανιδω� ν η�

— στην περÝπτωση των κïνδυ� λων πατÀτας, æυτευ� εται επιση� µως πιστïπïιηµÛνïς πατατÞσπïρïς
για παραγωγη� πατÀτας εµπïρÝïυ µÞνï, υπÞ την πρïυMπÞθεση Þτι ïι αρµÞδιïι επÝσηµïι æïρεÝς
κρÝνïυν Þτι Ûøει εêαλειæθεÝ ï κÝνδυνïς µετÀδïσης τïυ ïργανισµïυ� απÞ αυτïæυη� æυτÀ πατÀτας
και τïµÀτας η� Àλλïυς êενιστÛς τïυ ïργανισµïυ� , συµπεριλαµâανïµÛνων των úιúανÝων της
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ïικïγÛνειας των σïλανιδω� ν. Τα καλλιεργïυ� µενα æυτÀ επιθεωρïυ� νται την κατÀλληλη στιγµη� , τα
δε τυøÞν αυτïæυη� æυτÀ πατÀτας υπïâÀλλïνται σε δïκιµη� για την ανÝøνευση τïυ ïργανισµïυ� ¯
επιπλÛïν, για τις πατÀτες πρÛπει να ελÛγøïνται ïι συγκïµιúÞµενïι κÞνδυλïι,

— κατÀ τï πρω� τï καλλιεργητικÞ Ûτïς µετÀ τï καθïριúÞµενï στην πρïηγïυ� µενη περÝπτωση,

— στην περÝπτωση της πατÀτας, æυτευ� εται µÞνïν επιση� µως πιστïπïιηµÛνïς πατατÞσπïρïς για
παραγωγη� εÝτε πατατÞσπïρïυ εÝτε πατÀτας εµπïρÝïυ,

— τïυλÀøιστïν για τï δευ� τερï καλλιεργητικÞ Ûτïς µετÀ τï καθïριúÞµενï στην πρω� τη περÝπτωση,

— στην περÝπτωση της πατÀτας, æυτευ� εται µÞνïν επιση� µως πιστïπïιηµÛνïς πατατÞσπïρïς η�
πατατÞσπïρïς πïυ Ûøει παραøθεÝ υπÞ επÝσηµï Ûλεγøï µε επιση� µως πιστïπïιηµÛνï πατατÞσπï-
ρï για παραγωγη� εÝτε πατατÞσπïρïυ εÝτε πατÀτας εµπïρÝïυ,

— για κÀθε καλλιεργητικÞ Ûτïς πïυ αναæÛρεται στις πρïηγïυ� µενες περιπτω� σεις, λαµâÀνïνται µÛτρα
για την εêÀλειψη των αυτïæυω� ν æυτω� ν πατÀτας και τïµÀτας και Àλλων êενιστω� ν τïυ ïργανισµïυ� ,
συµπεριλαµâανïµÛνων των úιúανÝων της ïικïγÛνειας των σïλανιδω� ν, και πραγµατïπïιεÝται επÝση-
µη µελÛτη Þπως καθïρÝúεται στï Àρθρï 2 παρÀγραæïς 1, και διεêÀγεται Ûλεγøïς των κïνδυ� λων
στις περιπτω� σεις κατÀ τις ïπïÝες ï πατατÞσπïρïς æυτευ� εται για την παραγωγη� πατατÞσπïρïυ¯

γ) αµÛσως µετÀ τï øαρακτηρισµÞ µïλυσµÛνων αντικειµÛνων συ� µæωνα µε τï Àρθρï 5 παρÀγραæïς 1,
στïιøεÝï α), σηµεÝï ii), και για κÀθε επÞµενï καλλιεργητικÞ Ûτïς, µÛøρι και την πρω� τη επιτρεπÞµενη
καλλιεργητικη� περÝïδï πατÀτας η� τïµÀτας στïν η� τïυς αγρïυ� ς πïυ Ûøïυν øαρακτηρισθεÝ µïλυσµÛνïι,
Þπως περιγρÀæεται στï στïιøεÝï α):

— καθαρÝúïνται και, κατÀ περÝπτωση, απïλυµαÝνïνται κατÀλληλα Þλα τα µηøανη� µατα και ïι
απïθηκευτικïÝ øω� ρïι τïυ τÞπïυ παραγωγη� ς πïυ Ûøïυν σøÛση µε την παραγωγη� πατÀτας και
τïµÀτας, µε τις κατÀλληλες µεθÞδïυς, Þπως ïρÝúεται στï σηµεÝï 3,

— εæαρµÞúïνται κατÀλληλïι επÝσηµïι Ûλεγøïι των πρïγραµµÀτων Àρδευσης και ψεκασµïυ� , συµπερι-
λαµâανïµÛνης της απαγÞρευσης αυτω� ν, πρïκειµÛνïυ να απïæευøθεÝ η διÀδïση τïυ ïργανισµïυ� ¯

δ) στις µïνÀδες πρïστατευµÛνης παραγωγη� ς πïυ Ûøïυν øαρακτηρισθεÝ ως µïλυσµÛνες, âÀσει τïυ
Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï ii), Þπïυ εÝναι δυνατη� η πλη� ρης αντικατÀσταση τïυ
υπïστρω� µατïς âλÀστησης,

— δεν æυτευ� ïνται κÞνδυλïι η� æυτÀ, η� êενιστÛς τïυ ïργανισµïυ� , συµπεριλαµâανïµÛνων των æυτω� ν
και σπÞρων τïµÀτας, παρÀ µÞνï εÀν στη µïνÀδα παραγωγη� ς εæαρµÞúïνται επιση� µως επïπτευÞµε-
να µÛτρα για την εêÀλειψη τïυ ïργανισµïυ� και την απïµÀκρυνση Þλων των êενιστω� ν, συµπεριλαµ-
âανïµÛνων, τïυλÀøιστïν, της πλη� ρïυς αντικατÀστασης τïυ υπïστρω� µατïς âλÀστησης και τïυ
καθïρισµïυ� και, κατÀ περÝπτωση, της απïλυ� µανσης της µïνÀδας παραγωγη� ς και Þλïυ τïυ
εêïπλισµïυ� , και, στη συνÛøεια Ûøει øïρηγηθεÝ Àδεια για παραγωγη� πατÀτας η� τïµÀτας απÞ τïυς
αρµÞδïυς επÝσηµïυς æïρεÝς και

— η παραγωγη� πατÀτας γÝνεται απÞ επιση� µως πιστïπïιηµÛνï πατατÞσπïρï η� απÞ µικρïκïνδυ� λïυς η�
µικρïæυτÀ πïυ πρïÛρøïνται απÞ ελεγµÛνες πηγÛς,

— εæαρµÞúïνται κατÀλληλïι επÝσηµïι Ûλεγøïι των πρïγραµµÀτων Àρδευσης και ψεκασµïυ� , συµπερι-
λαµâανïµÛνης της απαγÞρευσης αυτω� ν, πρïκειµÛνïυ να απïæευøθεÝ η διÀδïση τïυ ïργανισµïυ� .

4.2. ΕντÞς της ïριïθετηµÛνης úω� νης, µε την επιæυ� λαêη των µÛτρων πïυ περιγρÀæïνται στï σηµεÝï 4.1, τα
κρÀτη µÛλη:

α) αµÛσως, και για τρÝα τïυλÀøιστïν καλλιεργητικÀ Ûτη µετÀ την πρïσδιïρισθεÝσα µÞλυνση:

αα) στις περιπτω� σεις κατÀ τις ïπïÝες η ïριïθετηµÛνη úω� νη Ûøει øαρακτηρισθεÝ âÀσει τïυ Àρθρïυ 5
παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α), σηµεÝï iv),

— εêασæαλÝúïυν, µÛσω των αρµÞδιων επÝσηµων æïρÛων τïυς, την επïπτεÝα των øω� ρων Þπïυ
καλλλιεργïυ� νται, απïθηκευ� ïνται η� διακινïυ� νται κÞνδυλïι πατÀτας η� τïµÀτες, καθω� ς και των
øω� ρων στïυς ïπïÝïυς λειτïυργïυ� ν, âÀσει συ� µâασης, µηøανη� µατα για την παραγωγη� πατÀτας
η� τïµÀτας,

— απαιτïυ� ν, κατÀ περÝπτωση, καθαρισµÞ και απïλυ� µανση των µηøανηµÀτων και των απïθη-
κω� ν των øω� ρων αυτω� ν µε τις κατÀλληλες µεθÞδïυς, Þπως ïρÝúεται στï σηµεÝï 3,
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— απαιτïυ� ν τη æυ� τευση απïκλειστικÀ πιστïπïιηµÛνïυ σπÞρïυ η� σπÞρïυ πïυ Ûøει παραøθεÝ υπÞ
επÝσηµï Ûλεγøï για Þλες τις καλλιÛργειες πατÀτας της úω� νης αυτη� ς, και δïκιµη� , µετÀ τη
συγκïµιδη� , τïυ πατατÞσπïρïυ πïυ παρÀγεται σε τÞπïυς παραγωγη� ς πïυ Ûøïυν øαρακτηρι-
στεÝ ως πιθανω� ς µïλυσµÛνïι, συ� µæωνα µε τï Àρθρï 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï α),
σηµεÝï iii),

— απαιτïυ� ν τη øωριστη� διακÝνωση των απïθεµÀτων συγκïµισθÛντïς πατατÞσπïρïυ και πατÀ-
τας εµπïρÝïυ για Þλες τις εγκαταστÀσεις της úω� νης,

— διενεργïυ� ν επÝσηµη µελÛτη, Þπως περιγρÀæεται στï Àρθρï 2 παρÀγραæïς 1,

αâ) στις περιπτω� σεις κατÀ τις ïπïÝες τï επιæανειακÞ νερÞ Ûøει øαρακτηρισθεÝ ως µïλυσµÛνï âÀσει
τïυ Àρθρïυ 5 παρÀγραæïς 1, στïιøεÝï γ), σηµεÝï ii), η� περιλαµâÀνεται στα στïιøεÝα για πιθανη�
διÀδïση τïυ ïργανισµïυ� , συ� µæωνα µε τï παρÀρτηµα V, σηµεÝï 2,

— διενεργïυ� ν ετη� σια µελÛτη την κατÀλληλη στιγµη� , συµπεριλαµâανïµÛνης της δειγµατïληψÝας
τïυ επιæανειακïυ� νερïυ� και των κατÀλληλων êενιστω� ν της ïικïγÛνειας των σïλανιδω� ν στις
σøετικÛς πηγÛς επιæανειακïυ� νερïυ� και διεêÀγïυν δïκιµÛς

— για τï καταøωρηµÛνï æυτικÞ υλικÞ, µε τη σøετικη� µÛθïδï τïυ παραρτη� µατïς II η�

— στις λïιπÛς περιπτω� σεις, µε Àλλη επÝσηµα εγκεκριµÛνη µÛθïδï,

— εæαρµÞúïυν επÝσηµïυς ελÛγøïυς των πρïγραµµÀτων Àρδευσης και ψεκασµïυ� , συµπεριλαµ-
âανïµÛνης της απαγÞρευσης øρη� σης τïυ νερïυ� πïυ Ûøει øαρακτηρισθεÝ ως µïλυσµÛνï για την
Àρδευση και τï ψεκασµÞ τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� , και, κατÀ περÝπτωση, Àλλων
êενιστω� ν πρïκειµÛνïυ να απïæευøθεÝ η διÀδïση τïυ ïργανισµïυ� . Η απαγÞρευση αυτη�
επανεêετÀúεται âÀσει των απïτελεσµÀτων της πρïαναæερÞµενης ετη� σιας Ûρευνας,

— στις περιπτω� σεις κατÀ τις ïπïÝες ïι απïρρÝψεις υγρω� ν απïâλη� των εÝναι µïλυσµÛνες, εæαρ-
µÞúïυν επÝσηµïυς ελÛγøïυς για τη διÀθεση των απïâλη� των απÞ øω� ρïυς âιïµηøανικη� ς
µεταπïÝησης η� συσκευασÝας τïυ καταøωρηµÛνïυ æυτικïυ� υλικïυ� ¯

â) καταρτÝúïυν, κατÀ περÝπτωση, πρïγρÀµµατα αντικατÀστασης Þλων των απïθεµÀτων πατατÞσπïρïυ
σε ευ� θετï øρïνικÞ διÀστηµα.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VII

Ãι επιση� µως εγκεκριµÛνες εγκαταστÀσεις διÀθεσης απïâλη� των πïυ αναæÛρïνται στï παρÀρτηµα VI, παρÀ-
γραæïς 1, τÛταρτï εδÀæιï, συµµïρæω� νïνται µε τις ακÞλïυθες διατÀêεις πρïκειµÛνïυ να απïæευøθεÝ ï
κÝνδυνïς διÀδïσης τïυ ïργανισµïυ� :

i) απÞâλητα απÞ την επεêεργασÝα πατÀτας και τïµÀτας (συµπεριλαµâανïµÛνων των απïρρÝψεων πατατω� ν,
æλïιïυ� πατÀτας και τïµατω� ν) και ïπïιïδη� πïτε Àλλï στερεÞ απÞâλητï πïυ πρïÛρøεται απÞ πατÀτες και
τïµÀτες πρÛπει να απïµακρυ� νεται, εÝτε

— µε εις âÀθïς ταæη� σε τïπïθεσÝα διÀθεσης, στην ïπïÝα δεν υπÀρøει κÝνδυνïς διη� θησης σε γεωργικÀ
εδÀæη η� επαæη� ς µε πηγÛς νερïυ� πïυ µπïρïυ� ν να øρησιµïπïιïυ� νται για Àρδευση γεωργικω� ν εδαæω� ν.
Τα απÞâλητα µεταæÛρïνται απευθεÝας στην τïπïθεσÝα υπÞ συνθη� κες περιïρισµïυ� , Ûτσι ω� στε να µην
υπÀρøει κÝνδυνïς απω� λειας των απïâλη� των η�

— µε καυ� ση,

ii) υγρÀ απÞâλητα επεêεργασÝας: πριν απÞ τη διÀθεση� τïυς, τα υγρÀ απÞâλητα τïυ περιλαµâÀνïυν αιωρïυ� -
µενα στερεÀ στïιøεÝα υπïâÀλλïνται σε διαδικασÝες διη� θησης η� καθÝúησης για την απïµÀκρυνση αυτω� ν των
στερεω� ν στïιøεÝων. Η διÀθεση των στερεω� ν αυτω� ν στïιøεÝων γÝνεται µε τïυς τρÞπïυς πïυ πρïâλÛπïνται
στï σηµεÝï i).

Τα υγρÀ απÞâλητα πρÛπει εÝτε:

— να θερµαÝνïνται τïυλÀøιστïν σε 70 °C επÝ τïυλÀøιστïν 30 λεπτÀ πριν απÞ τη διÀθεση� τïυς η�

— να διατÝθενται µε Àλλï τρÞπï πïυ Ûøει εγκριθεÝ επιση� µως και υπÞ επÝσηµï Ûλεγøï, ω� στε να µην υπÀρøει
κÝνδυνïς επαæη� ς των απïâλη� των µε γεωργικÀ εδÀæη η� πηγÛς νερïυ� πïυ θα µπïρïυ� σαν να øρησιµïπïι-
ηθïυ� ν για Àρδευση γεωργικω� ν εδαæω� ν. Ãι λεπτïµÛρειες αυτÛς πρÛπει να κïινïπïιïυ� νται στα Àλλα
κρÀτη µÛλη και την Επιτρïπη� .


