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»PRILOG 3

UZORKOVANJE | TESTIRANJE

1. Uzorkovanije i testiranje za sluzbeni posebni nadzor radi otkrivanja iz ¢lana 4 st. 1 i 2 ovog
pravilnika sprovodi se na sljedeci nacin:

Uzorkovanje ukljuCuje uzimanje uzorka zemlje po standardnoj stopi odnosno u koli€ini od
najmanje 1500 ml zemlje/ha sakupljenog iz najmanje 100/ha cilindri€nih uzoraka zemlje dobijenih
busenjem, po mogucnosti u pravougaonoj mrezi Sirine najmanje 5 m i duzine ne vise od 20 m izmedu
taCaka uzorkovanja pokrivajuci cijelu proizvodnu jedinicu. Cijeli uzorak se koristi za dalje ispitivanje,
odnosno ekstrakciju cista, identifikaciju vrste i, ako je primenjivo, odredivanje patotipa/grupe virulencije.

Testiranje se sprovodi primjenom sljedeé¢ih metoda ekstrakcije Stetnog organizma, koje su
opisane u relevantnim, validnim i medunarodno priznatim dijagnosti¢kim protokolima:

a) kad je rije€ o ekstrakciji, metode zasnovane na Fenwickovu aparatu, centrifugi Schuiling,
elutrijatoru Seinhorst ili elutrijatoru Kort;

b) kad je rije€ o detekciji (otkrivanju) i identifikaciji, primjenjuje se jedno od sljedeceg:

- izdvajanje cisti Globodera iz ostataka na osnovu morfologije ciste, nakon Cega slijedi
identifikacija vrste na osnovu morfologije pojedinacnih cisti i larvi, u kombinaciji sa konvencionalnim
PCR testom zasnovanom na metodi Bulman & Marshall, 1997. () (ako se sumnja na prisustvo G.
tabacum, moze se sprovesti i konvencionalni PCR test zasnovan na metodi Skantar et al., 2007.; @

- izdvajanje cisti Globodera iz ostataka na osnovu morfologije ciste, nakon &ega slijedi
identifikacija vrste na osnovu morfologije pojedinacnih cisti i larvi, u kombinaciji sa PCR testom u
stvarnom vremenu na osnovu metode Gamel et al., 2017. ili PCR u stvarnom vremenu zasnovanom na
metodi Lombard et. Al. 2024.; ©:

- izdvajanje cisti nematoda iz ostataka, nakon Cega slijedi identifikacija vrsta sa PCR testom u
stvarnom vremenu na osnovu metode Gamel et al., 2017.;

-izdvajanje cisti nematoda iz ostataka na osnovu morfologije ciste, nakon ¢ega slijedi detekcija i
identifikacija vrsta na osnovu PCR testa u stvarnom vremenu odrZzivih cista i zivih larvi zasnovanom na
metodi Lombard et. Al. 2024.

2. Uzorkovanje za sluzbeni posebni nadzor radi prac¢enja iz ¢lana 7 ovog pravilnika sprovodi se
u skladu sa jednim od sljedecih nadina uzorkovanja:

a) uzorkovanje iz tatke 1, sa minimalnom stopom (koli¢inom uzorkovanja zemlje po ha) od
najmanje 400 ml/ha;

b) ciljano uzorkovanje najmanje 400 ml zemlje nakon vizuelnog pregleda korijenja ako postoje
vidljivi simptomi; ili

c) uzorkovanje najmanje 400 ml zemlje koja je u dodiru sa krompirom nakon vadenja pod uslovom
da je moguce utvrditi proizvodnu jedinicu u kojoj je uzgajan krompir.

Testiranje za sluzbeni nadzor radi pracenja iz ¢lana 7 ovog pravilnika sprovodi se u skladu sa
tackom 1 ovog Priloga.

3. lzuzetno od tacke 1, standardna stopa uzorkovanja moze se smanijiti na najmanje 400 ml
zemlje/ha ako:

a) postoje pisani dokazi da se krompir ili bilje navedeno u tacki 1 Priloga 1 nijesu uzgajali i nijesu
bili prisutni u proizvodnoj jedinici $est godina prije sluzbenog posebnog nadzora radi otkrivanja;

b) ni jedan primjerak Stetnog organizma nije pronaden tokom posljednja dva uzastopna sluzbena
posebna nadzora radi otkrivanja u uzorcima od 1500 ml zemlje/ha i nakon izvr§enog prvog sluzbenog



posebnog nadzora radi otkrivanja nisu uzgajani krompir ili bilje iz tacke 1 Priloga 1, osim onog za koje
je obavezan sluzbeni posebni nadzor radi otkrivanja u skladu sa ¢lanom 4 stav 1 ovog pravilnika;

c) nijedan primjerak Stetnog organizma ili cisti Stethog organizma bez zivog sadrzaja nisu
pronadeni tokom poslednjeg posebnog sluzbenog nadzora radi otkrivanja, u uzorku veli¢ine najmanje
1500 ml zemlje/ha i u proizvodnoj jedinici nakon poslednjeg sluzbenog nadzora radi otkrivanja nijesu
uzgajani krompir ili bilje iz tacke 1 Priloga 1, osim onog za koje je obavezan sluzbeni posebni nadzor
radi otkrivanja u skladu sa ¢lanom 4 stav 1 ovog pravilnika.

4. Stopa uzorkovanja (koli¢ina zemlje po ha) moze se smanijiti za parcele ve¢e od 8 hai4 hau
sljedecim slucajevima:

a) kod standardne stope uzorka iz tacke 1 ovog Priloga, prvih 8 ha uzorkuje se po stopi koja je
navedena, ali se moze smanijiti za svaki dodatni hektar na najmanje 400 ml zemlje/ha;

b) kod umanjene veli¢ine uzorka iz tatke 3 ovog Priloga, prvih 4 ha se uzorkuje po stopi koja je
navedena, ali se moze smanijiti za svaki dodatni hektar na najmanje 200 ml zemlje/ha.

5. Umanjeni uzorak iz tac. 3 i 4 moze se upotrebljavati u daljnjim sluzbenim posebnim nadzorima
radi otkrivanja iz ¢lana 3 stav 1 sve dok se u predmetnoj proizvodnoj jedinici ne pronadu Stetni organizmi.

6. Standardna veliCina uzorka zemlje moze se smanijiti na najmanje 200 ml zemlje/ha pod
uslovom da se proizvodna jedinica nalazi na podrucju koje je proglaseno nezarazenim S&tetnim
organizmom i da je oznaCena, odrzavana i nadzirana u skladu sa relevantnim Medunarodnim
standardima za fitosanitarne mjere (ISPM br. 4) (%).

7. Najmanja veli€ina uzorka zemlje u svim slu¢ajevima je 200 ml zemlje po proizvodnoj jedinici.

(") Bulman, S.R. & Marshall, J.W. (1997.). Differentiation of Australasian potato cyst nematode (PCN)
populations using the Polymerase Chain Reaction (PCR). New Zealand Journal of Crop and
Horticultural Science 25, str. 123.—129.

(3) Skantar, A.M., Handoo, Z.A., Carta, L.K., Chitwood, D.J. (2007). Morphological and molecular
identification of Globodera pallida associated with Potato in Idaho. Journal of Nematology 39(2), str.
133.—144.

(®) Lombard L, Dekker-Nooren CCEM, Wuijster B, van Kessel, SP, van Duivenbode I, van Bruggen AS,
van Heese EYJ (2024) Comparing the effectiveness of real time PCRs to simultaneously detect and
identify  viable Globodera pallida and G. rostochiensis. Eur J Plant Pathol,
https://doi.org/10.1007/s10658-024-02864-7

(*) ISPM 4. 1995. Zahtjevi za uspostavljanje podru¢ja slobodnih od $tetnog organizma, Rim, IPPC, FAO.
https://www.ippc.int/en/publications/614/
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