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SMERNICE RADY 98/57/ES
ze dne 20. Cervence 1998

o ochrané proti Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

RADA EVROPSKE UNIE,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,
a zejména na Cldnek 43 této smlouvy,

s ohledem na ndvrh Komise (!),

s ohledem na stanovisko Evropského parlamentu (3,

s ohledem na stanovisko Hospodafského a socidlniho
viboru (),

vzhledem k tomu, Ze $kodlivy organismus Ralstonia solana-
cearum (Smith) Yabuuchi et al. byl dfive zndm pod ndzvem Pseu-
domonas solanacearum (Smith) Smith; 7e ndzev Ralstonia solana-
cearum (Smith) Yabuuchi et al. se pravdépodobné stane obecné
uzndvanym oznaCenim pro tento $kodlivy organismus; Ze
v této smérnici by mélo byt k tomuto védeckému vyvoji
piihlédnuto;

vzhledem k tomu, Ze produkce brambor a rajcat zaujimd
v zemédélstvi Spolecenstvi dilezité misto; Ze vynosy brambor
a rajcat jsou vak stle ohrozovany skodlivymi organismy;

vzhledem k tomu, Ze ochranou kultur brambor a rajcat proti
takovym $kodlivym organismiim se md nejen zachovat
produkéni kapacita, nybrz i zvysit produktivita zemédélstvi;

vzhledem k tomu, Ze ochrannd opatieni proti zavleceni skodli-
vych organismt na tzemi{ nékterého ¢lenského stitu by méla
jen omezeny ucinek, pokud by se v boji proti témto orga-
nismim nepostupovalo souasné a systematicky v celém
Spolecenstvi a nebylo uc¢inéno vse potiebné k zabranéni jejich
Sitent;

() UE. vést. C 124, 21.4.1997, s. 12 a Uf. vést. C 108, 7.4.1998,
s, 85.

@) Ur veést. C 14, 19.1.1998, s. 34.

(°) Uf. vést. C 206, 7.7.1997, s. 57.

vzhledem k tomu, Ze jednim z organisma $kodlivych pro
brambory a rajcata je patogen Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. zptsobujici bakteridlni hnédou hnilobu brambor
a bakteridlni vadnut{ brambor a rajéat; Ze tato choroba se
vyskytla v nékterych ¢astech Spolecenstvi a dosud existuji
omezend ohniska infekce;

vzhledem k tomu, Ze péstovani brambor a rajcat je v celém
Spolecenstvi silné ohrozeno, pokud u téchto kultur nebudou
pijjata G¢innd opatieni, aby se zjistilo misto vyskytu a rozsah
rozsifeni tohoto organismu, zabranilo jeho vyskytu a Sifeni a,
v piipadé zjisténi jeho vyskytu, aby se zabrédnilo jeho $ifeni
a byl potlacovan s cilem jeho vyhuben;

vzhledem k tomu, Ze je proto tieba ve Spolecenstvi pFijmout
ur¢itd opatfeni; Ze kromé toho musi byt clenskym stdtim
umoznéno pijmout v nezbytnych pfipadech dopliujici nebo
piisnéjsi opatfeni za pfedpokladu, Ze tim nebude branéno
pohybu brambor a rajcat uvnitt Spolecenstvi, kromé pfipadt
upravenych smérnici Rady 77/93/EHS ze dne 21. pro-
since 1976 o ochrannych opatfenich proti zavlékdni orga-
nismt $kodlivych rostlindm nebo rostlinnym produktim do
Clenskych stdtd (*); Ze tato opatfeni musi byt ozndmena
ostatnim ¢lenskym stdtim a Komisi;

vzhledem k tomu, Ze u téchto opatfenti je tieba vzit v tvahu,
ze ke zjisténi, kde se patogen vyskytuje, jsou nezbytné systema-
tické tfedni prizkumy; Ze tyto prizkumy by mély zahrnovat
prohlidky a pfipadné i odbéry vzorki a testy, jelikoz tento
$kodlivy organismus muze za urditych podminek latentné
piezivat jak v porostech brambor, tak v uskladnénych bram-
borovych hlizach, aniz by byl objeven; Ze Sifeni tohoto pato-
genu uvnitf porostu neni nejvyznamngj$im faktorem, ale Ze se
tento patogen mtze $ifit i povrchovou vodou a prostiednic-
tvim volné rostoucich rostlin z ¢eledi lilkovitych, a proto
zavlazovan{ porostii brambor a rajéat kontaminovanou vodou
piedstavuje nebezpedi infekce pro tyto kultury; Ze tento
patogen muze také preckat zimu v plevelnych rostlindch
brambor a rajat, coz pfedstavuje zdroj infekce od jednoho
vegetaéniho obdobi k druhému; Ze k Sifeni tohoto patogenu
dochdzi i kontaminaci brambor po dotyku s infikovanymi
bramborami nebo se sdzecimi, sklizecimi a pfepravnimi zafize-
nimi a skladovacimi nebo pfepravnimi kontejnery kontamino-
vanymi pfedchozim dotykem s napadenymi bramborami;

(*) UF. vést. L 26, 31.1.1977, s. 20. Smérnice naposledy pozménénd
smérnici Komise 98/2[ES (UF. vést. L 15, 21.1.1998, s. 34).
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vzhledem k tomu, Ze $ifeni tohoto patogenu je mozZno omezit
nebo mu zabranit dezinfikovanim takovych predméts; Zze
pokud se takto infikuji sadbové brambory, hrozi zna¢né nebez-
peci, Ze se patogen rozsifi; obdobné latentni infekce sadbovych
brambor predstavuje znaéné nebezpedi rozsifeni patogenu,
kterému je mozné se vyvarovat pouzitim sadbovych brambor
vyprodukovanych v rdmci ufedné schvaleného programu,
ktery zaruCuje, Zze byly zkontrolovany a shleddny prostymi
napaden;

vzhledem k tomu, Ze soucasné znalosti o biologii a epidemio-
logii Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. jsou v pod-
minkdch Evropy netplné, takze jiz dnes lze predpoklddat, ze za
nékolik let bude nutné navrhovand opatfeni pfezkoumat; Ze
rovnéz lze olekdvat, ze na zdkladé dalsich vyzkumi budou
zlepSovény testovaci metody, zejména co do citlivosti a selekti-
vity, tak, aby byly zvoleny a jednotné upraveny ty nejlepsi
z dostupnych testovacich metod;

vzhledem k tomu, Ze pro stanoveni podrobnosti téchto
obecnych opatfeni i pro pfijeti pfisnéjsich nebo doplitkovych
opatfeni ¢lenskymi staty za déelem toho, aby zabranily zavle-
Ceni patogenu na jejich tzemi, je Zddouci, aby clenské stity
tizce spolupracovaly s Komisi v rdmci Stdlého rostlinolékai-
ského vyboru (dile jen ,vybor®),

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1

Tato smérnice upravuje opatfeni proti Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al., difve zndmému pod ndzvem Pseudomonas
solanacearum (Smith) Smith (dile jen ,Skodlivy organismus®),
kterd je treba v Clenskych stitech pfijmout a jejichz cilem,
pokud jde o hostitelské rostliny uvedené v piiloze I oddile 1
(déle jen ,uvedeny rostlinny materidl®), je:

a) zjistit mista vyskytu a rozsah rozsifeni organismu;

b) zabrénit vyskytu a $ifeni organismu a

¢) v piipadé zjisténi vyskytu organismu zabrdnit jeho Sifeni
a provadét ochrannd opatieni s cilem jeho vyhubeni.

Cldnek 2

1. Clenské stity provadéji kazdy rok systematické diedni
prazkumy, zda se organismus vyskytuje v uvedeném
rostlinném materidlu pochdzejicim z jejich Gzemi. Za tcelem
zji§téni jinych moznych zdroju infekce ohrozujicich produkei
uvedeného rostlinného materidlu provedou ¢lenské stity
v oblastech, v nichZ je uvedeny rostlinny materidl produkovén,
hodnoceni rizika, a pokud pfi tomto hodnoceni bude zjisténo
nebezpedi sifeni organismu, provedou cilené dredni prizkumy
na rostlindch, které nepatii k uvedenému rostlinnému mate-
ridlu, véetné planych lilkovitych hostitelskych rostlin, v povr-
chové vodé pouzivané pro zavlazovani nebo postiik uvedeného
rostlinného materidlu a v odpadnich vodich vypousténych
prumyslovymi zafizenimi pro zpracovani nebo balirnami
uvedeného rostlinného materidlu, které jsou pouziviny
k zavlazovani nebo postiik uvedeného rostlinného materialu.
Rozsah téchto cilenych prizkumi se stanovi v zavislosti na
zjisténém riziku. Clenské stity mohou rovnéz provadét tredni
prizkumy organismu u jiného materidlu, jako je péstebni
substrdt, zemina a pevny odpad z primyslovych zafizeni pro
zpracovani nebo z baliren.

2. Utedni priizkumy podle odstavce 1 se provadéjf:

a) u uvedeného rostlinného materidlu podle piilohy I oddilu
I bodu 1;

=

u hostitelskych rostlin jinych nez uvedeny rostlinny mate-
ridl a u vody a odpadnich vod pomoci vhodnych postupi;
piipadné se odeberou vzorky, které jsou podrobeny tied-
nimu nebo wfedné kontrolovanému laboratornimu testo-
véni;

) v piipadé potfeby u jiného materidlu pomoci vhodnych
postupt.

Dalsi podrobnosti kontrolnich prohlidek, pocet, pivod a slo-
zeni vzorkd, jakoz i Casovy rozvrh jejich odbéru v ramci
téchto prazkumu stanovi piislusné afedni subjekty ve smyslu
smérnice 77[93/EHS na zakladé uzndvanych védeckych a stati-
stickych zdsad, biologie organismu a s piihlédnutim k pro-
dukénim systémiam pouzivanym v dotyéném clenském stdtu
pro uvedeny rostlinny materidl, ptipadné i pro jiné hostitelské
rostliny.
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3. Podrobnosti a vysledky tfednich prizkumt uvedenych
v odstavei 1 se kazdoro¢né oznamuji clenskym statam
a Komisi v souladu s piilohou I oddilem II bodem 2. Tato
ozndmeni se ptredkladaji do 1. ¢ervna, kromé farmaiské sadby
brambor, u které se ozndmeni pfedklddd do 1. zaf. Podrob-
nosti a vysledky tykajici se porostd se musi vztahovat na
produkci pfedchoziho roku. Podrobnosti ozndmeni mohou byt
pfedloZeny vyboru.

4. Postupem podle ¢lanku 16a smérnice 77/93/EHS se
stanovi:

— vhodné metody prazkumt a laboratorni testovani podle
odst. 2 prvniho pododstavce pism. b).

5. Postupem podle ¢lanku 16a smérnice 77[93/EHS je
mozno stanovit:

— vhodné metody prizkumi podle odst. 2 prvniho
pododstavce pism. c),

— dalsi podrobnosti prizkumt podle odst. 2 druhého
pododstavce, aby byla zarucena srovnatelnd droven zdruk
mezi ¢lenskymi stdty.

Cldnek 3

Clenské stéty zajisti, ze podezieni z vyskytu tohoto skodlivého
organismu nebo jeho potvrzeni na jejich tizemi bude ohldseno
jejich piislusnym dfednim subjekttim.

Cldnek 4

1.V pipadé podezieni z vyskytu zajisti piislusné dredni
subjekty doty¢ného ¢lenského stitu, Ze uvedeny rostlinny mate-
ridl bude podroben dfednimu nebo dfedné kontrolovanému
laboratornimu testovani k potvrzeni nebo vyvraceni podezieni
z vyskytu, které budou provedeny podle piislusné metody
popsané v pifloze Il a v souladu s podminkami pfilohy III
bodem 1, a ve viech ostatnich pfipadech podle jinych dGfedné
schvédlenych metod. Potvrdi-li se podezieni, uplatni se poza-
davky stanovené v piiloze III bodé 2.

2. Do potvrzeni nebo vyvraceni podezfeni z vyskytu podle
odstavce 1 musi prislusné tfedni subjekty clenského stitu
v kazdém ptipadu podezteni, kdy:

i) byly zjistény symptomy choroby zpisobené timto orga-
nismem a rychly screeningovy test podle piilohy II oddilu
[ bodu 1 a oddilu II byl pozitivni nebo

ii) vysledek screeningového testu podle piilohy I oddilu
[ bodu 2 a oddilu III byl pozitivni,

ve vztahu k vlastni produkci

a) zakdzat premistovani rostlin a hliz ze vSech porostd, partif
nebo zdsilek, ze kterych byly odebrany vzorky, ledaze by se
pfemistovani uskute¢nilo pod jejich dohledem a pokud
prokazatelné neexistuje nebezpeéi rozsifeni skodlivého orga-
nismu;

=

provést kroky ke zjisténi ptvodu podezielého vyskytu;

o
-~

pfijmout dalsi vhodnd preventivni opatfeni na zakladé
odhadu rizika, zejména ve vztahu k produkci uvedeného
rostlinného materidlu a k pfemistovani jinych partif sadbo-
vych brambor nez téch uvedenych v pismenu a), které byly
vyprodukovdny v misté produkce, z kterého byly odebrany
vzorky uvedené v pismenu a), aby se zabranilo Sifeni
tohoto $kodlivého organismu.

3.V piipadé podezteni z vyskytu, kdy existuje nebezpeci
kontaminace uvedeného rostlinného materidlu nebo povrchové
vody z jiného nebo do jiného ¢lenského stitu, ozndmi ten
Clensky stdt, ve kterém bylo podezieni ohldseno, druhému ¢len-
skému stitu resp. ostatnim Clenskym stitim neprodlené
podrobnosti tykajici se tohoto podezieni v souladu se zjis-
ténym nebezpe¢im, a dotycné clenské stity budou vhodnym
zpusobem spolupracovat. Timto zptsobem informovany(é)
Clensky(é) stat(y) prijme(ou) preventivni opatfeni podle odst. 2
pism. ¢), pfipadné i dal3i opatfeni podle odstavct 1 a 2.

4. Postupem podle clinku 16a smérnice 77/93[EHS je
mozno stanovit:

— opatfeni uvedend v odst. 2 pism. c).

Cldnek 5

1. Potvrdi-li se Gfednim nebo tfedné kontrolovanym testo-
vanim, které bylo provedeno u uvedeného rostlinného mate-
ridlu podle pfislusné metody popsané v piiloze II, nebo ve
viech ostatnich piipadech podle jinych dfedné schvélenych
metod, vyskyt tohoto organismu v jednom vzorku odebraném
podle této smérnice, musi pfislusné dredni subjekty clenského
stdtu s ohledem na uzndvané védecké zdsady, biologii orga-
nismu a produkéni, trzni a zpracovatelské systémy pouzivané
pro hostitelské rostliny organismu:

a) ohledné uvedeného rostlinného materidlu

i) zjistit rozsah a prvotni zdroje napadeni podle pfilohy
IV a provést dalsi testovani podle ¢l. 4 odst. 1 alespon
u vSech klonové pibuznych porostd  sadbovych
brambor;
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ii) prohldsit za napadeny uvedeny rostlinny materidl,
zasilku a/nebo partii, z nichz byly odebrdny vzorky,
a stroje, dopravni prostiedky, prfepravni kontejnery,
skladovaci prostory nebo jejich &asti jakoz i vSechny
ostatni predméty, vcetné obalového materidlu, které
piisly do styku s uvedenym rostlinnym materidlem,
z néhoz byly odebrany vzorky; prohldsit rovnéz za
napadené, je-li to tfeba, pole, jednotky s chranénou
produkci plodin a mista produkce, ze kterych byl
uvedeny rostlinny material sklizen a ze kterych byly
odebrany vzorky; u vzorkd, které byly odebrany béhem
vegetatniho obdobi, prohldsit pole, mista produkce
a ptipadné i jednotky s chranénou produkei plodin, ze
kterych byly odebrany vzorky, za napadené;

iii) zjistit rozsah pravdépodobného napadeni v disledku
kontaktu pfed nebo po sklizni, béhem produkce, zavla-
zovani nebo postiiku anebo z divodu klonové pii-
buznosti s materidlem prohldsenym za napadeny podle
piilohy V bodu 1;

iv) vymezit zénu podle piilohy V bodu 2 podbodu i) na
zékladé prohldseni o napadeni podle bodu ii), zjiténi
rozsahu pravdépodobného napadeni podle bodu iii)
a mozného rozsifeni tohoto organismu;

b) ohledné jinych porostt hostitelskych rostlin nez téch uvede-
nych v pismenu a), jimiZ by mohla byt ohroZzena produkce
uvedeného rostlinného materidlu:

i) provést Setfeni podle pism. a) bodu i);

ii) prohldsit za napadené hostitelské rostliny tohoto orga-
nismu, ze kterych byl odebran vzorek;

iii) zjistit rozsah pravdépodobného napadeni podle pism. a)
bodu iii) a vymezit zénu podle pism. a) bodu iv), pokud
jde o produkei uvedeného rostlinného materidlu;

¢) ohledné povrchové vody (véetné odpadnich vod z pri-
myslovych zaf{zeni na zpracovani nebo baliren uvedeného
rostlinného materidlu) a volné rostoucich hostitelskych
rostlin z Celedi lilkovitych, kterymi by p#i zavlazovani,
postiiku nebo zaplaveni povrchovou vodou mohla byt
ohrozena produkce uvedeného rostlinného materialu:

i) provést ve vhodnych terminech na zdkladé vzorka
povrchové vody a piipadné volné rostoucich hostitel-
skych rostlin z celedi lilkovitych Setfeni, vcetné ufed-
niho prizkumu, za Gi¢elem stanoveni rozsahu napaden;

ii

=

prohlésit dle zdvaznosti a na zdkladé Setfeni podle bodu
i) povrchovou vodu za kontaminovanou;

iii) zjistit rozsah pravdépodobného napadeni a vymezit
z6nu na zakladé prohldseni o napadeni podle bodu ii)
a mozné¢ho rozsifeni tohoto organismu podle piilohy
V bodu 1 a bodu 2 podbodu ii).

2. Clenské stity neprodlené ozndmi ostatnim clenskym
stattm a Komisi podle pilohy V bodu 3 kazdé prohlaseni
o napadeni podle odst. 1 pism. a) bodu ii) a odst. 1 pism. c)
bodu ii) a podrobné informace o vymezeni zony podle odst. 1
pism. a) bodu iv), pfipadné podle odst. 1 pism. ¢) bodu iii).
Podrobnosti ozndmeni podle tohoto odstavce mohou byt
piedloZeny vyboru.

Soucasné clenské stity predlozi Komisi doplikové ozndmeni
podle piflohy V bodu 4. Podrobnosti oznameni podle tohoto
pododstavce se neprodlené predlozi ¢lenam vyboru.

3. Na zédkladé ozndmeni podle odstavce 2 a v ném obsaze-
nych daji provedou ostatni v ozndmeni uvedené clenské stty
Setfeni podle odst. 1 pism. a) bodu i), pfipadné odst. 1 pism.
¢) bodu i) a pfijmou dal§i vhodnd opatfeni v souladu
s odstavci 1a 2.

Cldnek 6

1. Clenské stity stanovi, ze uvedeny rostlinny materidl, ktery
byl podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii) prohldsen za napa-
deny, nesmi byt vysizen a Ze pod dohledem a se schvilenim
piislusnych tfednich subjekti je podroben nékterému z opatte-
ni uvedenych v piiloze VI bodu 1 tak, aby bylo zaruceno, Ze
neexistuje zddné prokazatelné nebezpeéi rozsifeni organismu.

2. Clenské stéty stanovi, Ze uvedeny rostlinny materidl, ktery
byl podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iii) a pism. ¢) bodu iii)
prohldSen za pravdépodobné napadeny, vcetné uvedeného
rostlinného materidlu, u kterého bylo zjisténo riziko a ktery
byl vyprodukovdn v mistech produkce prohldsenych za prav-
dépodobné napadend podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iii),
nesmi byt vysdzen, a Ze pod dohledem pfislusnych tifednich
subjektii je vhodnym zptsobem pouzit nebo zlikvidovan podle
piilohy VI bodu 2 tak, aby bylo zaruceno, Ze neexistuje Zddné
prokazatelné nebezpedi rozsifeni organismu.

3. Clenské stty stanovi, Ze stroje, dopravni prostfedky,
piepravni kontejnery, skladovaci prostory nebo jejich ¢&asti,
jakoz i vSechny ostatni pfedméty, v¢etné obalového materidlu,
které byly podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii) prohldseny za
napadené nebo podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iii) a pism. c)
bodu iii) prohldseny za pravdépodobné napadené, budou
vhodnym zptsobem zni¢eny nebo dekontaminovany podle
piiflohy VI bodu 3. Po dekontaminaci se tyto pfedméty jiz
nepovazuji za napadané.
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4. Aniz jsou dotlena opatfeni pfijatd podle odstavct 1, 2
a 3, Clenské stity stanovi, Ze v zoéné vymezené podle ¢l. 5
odst. 1 pism. a) bodu iv) a pism. c) bodu iii) bude pfijat
soubor opatfeni uvedenych v pifloze VI bodech 4.1 a 4.2.
Podrobnosti téchto opatfeni se kazdoro¢né sdéluji ostatnim
Clenskym stitim a Komisi. Podrobnosti tohoto ozndmeni
mohou byt pfedloZeny vyboru.

Cldnek 7

1. Clenské staty stanovi, ze sadbové brambory musi spliiovat
pozadavky smérnice 77/93/EHS a pochdzet v piimé linii
z materidlu brambor, ktery byl ziskdn v rdmci afedné schvale-
ného programu a na zdkladé Gfedniho nebo dfedné kontrolo-
vaného testovani podle piislusné metody popsané v piiloze II
byl shleddn prostym tohoto organismu.

Clenské staty provadéji toto testovani:

a) v pripadech, kdy vyskyt organismu ve vlastni produkci
sadbovych brambor byl potvrzen:

i) pfi testovani ptredchazejicich generaci, véetné vychoziho
klonového materidlu a pii systematickém testovani
klont zdkladniho sadbového materidlu nebo

ii) v pripadech, ve kterych prokazatelné neni Zzddna
klonova pifbuznost, pii testovani vech klond zakladniho
sadbového materidlu nebo predchdzejicich generaci,
vetné vychoziho klonového materidlu a

b) v jinych ptipadech bud u kazdé rostliny vychoziho klono-
vého materidlu nebo u reprezentativnich vzorkt ze zaklad-
niho sadbového materidlu nebo predchdzejicich generaci.

2. Postupem podle clanku 16a smérnice 77[93/EHS je
mozno pfijmout:

— provadéci pravidla k odst. 1 druhému pododstavci pism.
a),

— pravidla tykajici se reprezentativnich vzorkd uvedenych
v odst. 1 druhém pododstavci pism. b).

Cldnek 8

Clenské stdty zakaz drzeni tohoto organismu a manipulaci
s nim.

Cldnek 9

Aniz jsou dotena ustanoveni smérnice 77/93/EHS, mohou
¢lenské stity v souladu se smérnici Komise 95/44[ES (') pro
pokusné nebo védecké dcely a pro prici ve slechténi odrtid
povolit odchylky z opatfeni uvedenych v ¢lancich 6 a 8 této
smérnice.

Cldnek 10

Clenské stity mohou pro svou vlastni produkci piijmout
doplaujici nebo pFisnéjsi opatieni k boji proti tomuto orga-
nismu nebo k zabranéni jeho rozsiteni, pokud budou v sou-
ladu s ustanovenimi smérnice 77/93/EHS.

Podrobnosti téchto opatieni se kazdorotné oznamuji ostatnim
¢lenskym stitim a Komisi. Podrobnosti tohoto ozndmeni

mohou byt pfedlozeny vyboru.

Cldnek 11

Zmény piiloh této smérnice, nezbytné s ohledem na vyvoj
védeckych a technickych poznatkli, se pFijimaji postupem
podle ¢lanku 16a smérnice 77/93/EHS. Pokud jde o metody
popsané v priloze II a opatfeni uvedend v priloze VI bodech
4.1 a 4.2 této smérnice, vypracuje Komise zpravu o pfezkou-
mani téchto metod a opatfeni na zdkladé ziskanych zkusenosti
a predlozi ji vyboru do 1. ledna 2002.

Cldnek 12

1. Clenské stity uvedou v Gcinnost pravni a sprvni pied-
pisy nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpoz-
dgji do 21. srpna 1999. Neprodlené o nich uvédomi Komisi.

Tato opatieni pfijatd clenskymi staty musi obsahovat odkaz na
tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz ucinén pii jejich
tfednim vyhldseni. Zptsob odkazu si stanovi ¢lenské stdty.

2. Clenské stity neprodlené sdéli Komisi hlavni ustanoveni
vnitrostatnich pravnich pfedpist, které pijmou v oblasti
ptisobnosti této smérnice. Komise o nich uvédomi ostatni
Clenské staty.

(") UF. vést. L 184, 3.8.1995, s. 34. Smérnice naposledy pozménénd
smérnici Komise 97[46/ES (UF. vést. L 204, 31.7.1997, s. 43).
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Cldnek 13 V Bruselu dne 20. éervence 1998.
Tato smérnice vstupuje v platnost dnem vyhldseni v Ufednim 74 Rad
véstniku Evropskych spolecenstvi. a Radu
piedseda
Cldnek 14 W. MOLTERER

Tato smérnice je urcena ¢lenskym statm.
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PRILOHA I

ODDIL I

Seznam hostitelskych rostlin Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. uvedenych v ¢lanku 1

Rostliny Solanum tuberosum L. (véetné hliz) kromé semen brambor
Rostliny Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw. kromé plodd a semen rajce
ODDIL II
Priizkum

1. Utedni prizkumy podle ¢l. 2 odst. 2 pism. a) se fidi biologii organismu a zvldstnimi produkénimi systémy
v doty¢nych ¢lenskych stitech a zahrnuji:
i) u brambor

— prohlidku porostu ve vhodnych terminech v dobé rustu a/nebo odbér vzorki sadbovych a ostatnich
brambor béhem vegetacniho obdobi nebo ve skladech. Tyto vzorky se podrobi tfedni nebo tGfedné kontro-
lované prohlidce, pfi niZ se hlizy roziezdvaji, a

— u sadbovych a pifpadné ostatnich brambor tfedni nebo Gfedné kontrolované laboratorni testovani podle
metody popsané v piiloze II;

ii) u rajcat
— prohlidku porostu ve vhodnych terminech alespont u rostlin v dobé ristu urCenych pro profesiondlni
pouziti k opétnému sdzeni.
2. Ozndmen{ Gfednich prazkumd uvedenych v ¢l. 2 odst. 3 obsahuje:
i) v pi{padé prizkuma brambor:
— odhadovanou celkovou péstebni plochu v hektarech pro sadbové a ostatni brambory,
— roztiidén{ na sadbové brambory (riznych kategorif) a konzumni brambory, a pfipadné podle regiont,
— pocet a Casovy rozvrh odbért vzorkd pro testovani,
— pocet prohlidek na poli,
— pocet a velikost vzorkli u vizudlnich prohlidek hliz;
ii) v ptipadé prizkumu rajcat, alespoit u rostlin v dobé rtstu urcenych pro profesiondlni pouziti k opétnému
sdzent:
— odhadovany celkovy pocet rostlin,
— pocet vizudlnich prohlidek;
iii) v piipadé pruzkumi jinych hostitelskych rostlin nez brambor a rajcat véetné volné rostoucich hostitelskych
rostlin z Celedi lilkovitych:
— druh,
— pocet a datum odbér vzorkd,
— plocha nebo vodni tok, odkud byly odebrany vzorky,
— analytickd metoda;
iv) v piipadé prizkumi vodnich zdrojii a odpadnich vod z pramyslovych zafizeni na zpracovani a z baliren:
— pocet a datum odbéri vzorkd,
— plocha, vodni tok nebo umisténi provozi, odkud byly odebrany vzorky,
— analytickd metoda.
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PRILOHA II

TESTOVACI SCHEMA PRO DIAGNOZU, DETEKCI A IDENTIFIKACI RALSTONIA SOLANACEARUM
(SMITH) YABUUCHI ET AL.

OBLAST POUZITI TESTOVACIHO SCHEMATU

V tomto schématu se popisuji riizné druhy postupti pro:
i) diagnézu bakteridlni hnédé hniloby hliz bramboru a bakteridlniho vadnuti rostlin bramboru a rajcete;
i) detekci Ralstonia solanacearum ve vzorcich hliz bramboru;

iii) identifikaci Ralstonia solanacearum.

V dodatcich je podrobné vysvétlena pifprava materidld k testim, tzn. péstebnich substrdtd, pufrd, roztokd a ¢inidel.

OBSAH
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ODDIL I
POUZITI TESTOVACIHO SCHEMATU
1. Diagnéza bakteridlni hnédé hniloby hliz bramboru a bakteridlniho vadnuti rostlin bramboru a rajcete

Testovaci postup je uréen pro hlizy bramboru, které vykazuji typické piiznaky bakteridlni hnédé hniloby nebo piiznaky vyvoldvajici pode-
zieni z jejtho vyskytu, a pro a rostliny bramboru a rajcete, které vykazuji typické piiznaky bakteridlntho vadnuti nebo pfiznaky vyvold-
vajici podezieni z jeho vyskytu. Zahrnuje rychly screeningovy test, izolaci ptivodce z infikovaného vodivého pletiva na diagnostickych
médiich a, pfi pozitivnim nélezu, identifikaci kultury jako Ralstonia solanacearum.

Postupovy diagram

rostliny bramboru a rajéete nebo hlizy bramboru vykazujici piiznaky (1)

Y

rychly(é) screeningovy(é) test(y) (2)

\

[ZOLACE

Y

kolonie s typickou morfologii

Y Y

ANO NE (3)

Y

POTVRZOVACI TEST(Y)
Identifikace () cisté kultury Ralstonia
solanacearum a test patogenity ()

Y Y \

rostliny a/nebo hlizy

ANO NE o ———— neinfikované Ralstonia
solanacearum

rostliny a/nebo hlizy infikované Ralstonia solanacearum
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Pozndmky k postupovému. diagramu

()

)

Popis piiznaki v oddilu IL.1.

Rychlé screeningové testy usnadiuji pfedbéznou diagnézu.
Vhodnymi testy jsou:

— test na vytok slizu z cévnich svazki (oddil 11.2),

— test na pritomnost granuli poly-f-hydroxybutyratu (oddil 11.2),
— IF test (oddil I11.2),

— ELISA test (oddil I11.3),

— PCR test (oddil 111.4).

Ackoliv je izolace ptivodce hnédé hniloby z rostlinného materidlu s typickymi pfiznaky metodou ziedovacich
roztérii pomérné jednoduchd, mtize zaklddani kultivace v pokrocilych stddiich infekce selhat. Saprofytické bakterie
rostouci na nemocné tkdni mohou prertist ptivodce na izola¢nim médiu nebo branit jeho ristu. Je-li izola¢ni test
negativni, pfestoze existuji typické pifznaky choroby, je tieba izolaci opakovat, prednostné kultivaci na selektivnich
zivnych médiich.

Pro spolehlivou identifikaci ¢isté kultury Ralstonia solanacearum je nezbytné provést alespon jeden z testli uvede-
nych v oddilu I1.4.1 v kombinaci s testem patogenity (oddil I1.4.3). Charakteristika kmene neni povinnd, doporu-
Cuje se vSak pro kazdy novy piipad.
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2. Detekce a identifikace Ralstonia solanacearum ve vzorcich hliz bramboru

Testovaci postup je urcen k detekei latentnich infekei v hlizdch bramboru jednim nebo 1épe nékolika screeningovymi testy, které se pfi
pozitivnim ndlezu potvrdi izolaci patogenu. V piipad¢ izolace typickych kolonif se ¢istd kultura identifikuje jako Ralstonia solanacearum.

Postupovy diagram

vzorek hliz bramboru (1)

Y

SCREENINGOVY (E) TEST(Y) (2)

\

[F test (%) a/nebo
kultivace na selektivnich zivnych médiich (4)
s doplitkovymi nepovinnymi testy:

ELISA test (5)
PCR test (6)

obohacovaci test(y) ()

Y Y

alespori jéder} viechny prov'ede’né testy > VZOTel;ZIi itziiil{(lOVany
test pozitivni negativn{
solanacearum
IZOLACNI TEST(Y)
kultivace na ajnebo biotest
selektivnich zivnych
médiich (3)
kolonie s typickou morfologif
vzorek neinfikovany
ANO NE > Ralstonia
solanacearum
POTVRZOVACT TEST(Y)
identifikace (%) kultury
Ralstonia solanacearum
a test patogenity (%)
vzorek neinfikovany
ANO NE Ralstonia
solanacearum

Y

vzorek infikovany Ralstonia
solanacearum
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Pozndmky k postupovému diagramu

)

Velikost vzorku
Standardni velikost vzorku je 200 hliz. Metoda je vSak vhodnd i pro vzorky s méné nez 200 hlizami.
Screeningovy(é) test(y)

Jediny test nemusi byt dostate¢né citlivy nebo spolehlivy k detekei Ralstonia solanacearum v jednom vzorku. Proto se doporucuje
provedeni nékolika testdi zalozenych pokud mozno na rozdilnych biologickych principech.

Imunofluorescencni test (IF test)

IF test je osvédcenym screeningovym testem. To je vyhodou oproti jinym testim, které jesté nejsou plné vyvinuty nebo ovéfeny. Test
se pouzivd pro mnoho jinych karanténnich bakterif, napt. Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. Podle parametrt uddvanych pro
tuto metodu se jednd o citlivy test (hranice detekovatelnosti 10°~10* bunék v 1 ml pelety z bramborového extraktu).

Rozhodujicim faktorem pro spolehlivost vysledku testu je kvalita antiséra. Pfijatelné je jen antisérum s vysokym titrem (nejméné
2000 u surového antiséra) a vSechny testy musi byt provadény pii antisérovém titru nebo pii jednom fedéni pod droven titru.
Upfednostiiuje se nepiima metoda. Piimou metodu lze pouzit, pokud citlivost a specifi¢nost testu jsou rovnocenné citlivosti a speci-
ficnosti nepfimé metody.

IF test md vyhodu subjektivniho vyhodnoceni buné¢né morfologie a intenzity fluorescence, které vypovidaji o specifi¢nosti reakce.
Casté jsou kifzové reakce se sérologicky pifbuznymi bakteriemi se stejnou bunétnou morfologif jako Ralstonia solanacearum, které
pochdzeji z pudy nebo ulpivaji na hlize. IF test 1ze provadét jako jediny screeningovy test, pokud v3ak existuje podezfeni na vyskyt
kiizové reakce, mél by byt proveden dalsi test zaloZeny na jiném biologickém principu. V takovém piipadé je nejvhodnéjsi kultivace
na selektivnich zivnych médiich.

Kultivace na selektivnich Zivnych médiich

S modifikovanym médiem SMSA a metodologii testovani pouZivanou pfi této metodé se jednd o citlivy a selektivni test na Ralstonia
solanacearum. Vysledek je k dispozici za 3—-6 dna po piipravé vzorku. Pivodce choroby se ziskd piimo v kultufe a lze jej snadno
identifikovat. Ma-li se plné vyuzit potencidlu tohoto testu, je tfeba peclivé pfipravit pupkovou &ast hliz, aby byly vylouceny sekundérni
bakterie z hliz, které si na médiu konkuruji s Ralstonia solanacearum a mohly by tak ovliviiovat vyvoj patogenu. Nékteré kmeny
mohou kromé toho 3$patné rist, jelikoz slozky Zivného média mohou mit téz vliv na cilovy organismus. Rovnéz je tieba peclivé
rozliSovat Ralstonia solanacearum od jinych bakterii, které by se na médiu mohly vyvijet. Selektivni plotnovy roztér lze pouzit jako
jediny screeningovy test, avSak pfi negativnim vysledku testu, u néjz je podezfeni, Ze k nému doslo inhibici Ralstonia solanacearum
jinymi bakteriemi v médiu, by mél byt proveden druhy screeningovy test. V takovych piipadech je nejvhodnéjsi IF test.

ELISA test

ELISA test je v zdsadé méné citlivy nez IF test (hranice detekovatelnosti 104-10° bunék v 1 ml pelety z bramborového extraktu). Je
levny a rychly, obecné vsak vykazuje spiSe falesné pozitivni vysledky (kifzové reakce) a falesné negativni vysledky (inhibice fenolo-
vymi molekulami v bramborovém extraktu). Pozadavky na specifi¢nost antiséra jsou mimofddné vysoké. ELISA test nelze provést jako
jediny screeningovy test.

PCR test

PCR test je potencidlné velmi citlivy detekéni test, i kdyz maze byt snadno inhibovan slozkami extraktu z rostlin nebo hliz, které
vedou k falesnym negativnim vysledktim. Nékteré odrtidy brambor obsahuji vice inhibitori nez jiné. Proto je tfeba tyto inhibitory
odstranit. Jednou z moznosti je zfedéni, pfitom vSak dojde i ke zfedéni populaci Ralstonia solanacearum. Ve viech fizich ptipravy
vzorku a testu musi byt postupovano velmi peclivé, aby se zabranilo kontaminaci, kterd by vedla k falesnym pozitivnim vysledktim.
Falesné porzitivni vysledky by se mohly vyskytnout i v dusledku homolognich sekvenci jinych organismi. Proto nelze PCR test
pouzivat jako jediny screeningovy test.

Obohacovaci test

Inkubace vzorku pelety z bramborového extraktu v semiselektivnim tekutém médiu, napf. v modifikovaném SMSA tekutém médiu,
umoziuje mnoZeni Ralstonia solanacearum. Jesté dilezitéjsi je moznd skutecnost, Ze se timto zptisobem zdroven ziedi i potencidlni
inhibitory testdi ELISA a PCR. Ralstonia solanacearum Ize tak v obohaceném bujénu detekovat pomoci IF testu, ELISA testu nebo PCR
testu. PHimé roztéry z obohaceného tekutého média se nedoporucuji. Tyto obohacovaci metody nebyly dostatecné vyzkouseny a otes-
tovény. Jsou zde zahrnuty pouze pro jejich vysoky potencidl. Pro nedostatek zkuSenosti je viak nelze pouzit jako jedinou detekéni
metodu.

Biotest

Tento test se pouzivd pro izolaci Ralstonia solanacearum z pelet bramborového extraktu selektivnim obohacenim na hostitelské rostliné
a lze jej provést na rostlindch rajéete nebo na rostlindch lilku vejcoplodého. Vyzaduje optimdln{ inkubaéni podminky podle ndvoda
uvedenych u této metody. Bakterie, které inhibuji Ralstonia solanacearum na Zivném médiu SMSA, tento test s nejvétsi pravdépodob-
nosti neovliviuji.

Potvrzovaci test(y)

Cistou kulturu Ralstonia solanacearum lze spolehlivé identifikovat alesponi jednim z testli uvedenych v oddilu 11.4.1 v kombinaci
s testem patogenity (oddil I1.4.3). Charakteristika kmene neni povinnd, doporucuje se vSak pro kazdy novy piipad.
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ODDIL II

DIAGNOZA BAKTERIALNI HNEDE HNILOBY HLIZ BRAMBORU A BAKTERIALN{HO VADNUTI ROSTLIN BRAMBORU A RAJCETE

1.

1.1

1.2

Piiznaky
Piiznaky napadeni u brambor

Rostlina bramboru. V rané fazi infekce listy na vrcholu rostliny pfi vysokych teplotich ve dne vadnou a v noci se regeneruji. Vadnuti se
rychle stane nevratnym a vede k odumirdni rostliny. Vodiva pletiva v pii¢né rozi{znutych stoncich zvadlych rostlin jsou hnédé zbarveng,
na fezu vytékd nebo lze snadno vytlacit mlécny exsudat. P¥i ponofeni rozifznutého stonku do vody ve svislé poloze vytékaji z cévnich
svazki slizovd vldkna.

Hliza bramboru. Bramborové hlizy se na pupkové ¢dsti roziiznou napfic. V rané fézi infekce md prstenec cévnich svazka sklovité zluté az
svétle hnédé zbarveni a po nékolika minutich z néj samovolné nebo po lehkém stisknuti slupky v blizkosti fezné plochy vytékd bledy
exsudét krémové barvy. Zbarveni je pozdgji zietelné hnédé a nekrdza se mize rozsifit az do parenchymatického pletiva. V pokrocilych
stadiich se infekce 3iff od pupkovych ¢dsti hliz a z ocek, coz vede ke vzniku nacervenale hnédych, lehce vmdacknutych 1ézi na slupce.
Z nich maze vytékat bakteridlni sliz, na némz ulpivaji ptidni ¢dstice.

Piiznaky u rajcat

Rostlina rajcete. Prvnim patrnym piiznakem je povadly vzhled nejmladsich listd. Za podminek piiznivych pro patogen (teplota pidy
piiblizné 25 °C pfi nasycené vzdusné vlhkosti) je jedna strana rostliny nebo celd rostlina béhem nékolika dnti postiZena epinastii a vad-
nutim, coz vede k tplnému odumieni rostliny. Za méné ptiznivych podminek (teplota piidy do 21 °C) se miize na stonku tvorit velky
pocet postrannich vyhontl. Na stonku lze pozorovat slizovity pés, ktery je viditelnym znakem nekrdzy cévniho systému. Pfi pfi¢ném
roziiznut{ stonku vytékd z hnéd¢ zbarveného vodivého pletiva stonku po kapkdch bily nebo nazloutly bakteridlni sliz.

Rychlé screeningové testy

Rychlé screeningové testy umoziuji pfedbéznou diagnézu. Pouzivé se jeden nebo nékolik z ndasledujicich testt::

Test vytékdni bakteridlniho slizu z cévnich svazkii
P{tomnost Ralstonia solanacearum v zavadlych stoncich bramboru nebo rajéete Ize zjistit ndsledujicim jednoduchym testem:

Stonky se ufiznou nizko nad zemi a feznd plocha se vlozi do kddinky s vodou. Krdtce nato z cévnich svazki samovolné vytékaji vldkna
bakteridlniho slizu. Zddnd jind bakterie zptsobujici cévni infekce u rostlin bramboru a rajéete nevykazuje tento pfiznak.

Detekce granuli poly-p-hydroxybutyrdtu (PHB)
Granule PHB v butikdch Ralstonia solanacearum se zviditelni obarvenim nilskou modif A a suddnskou cerni B.

PFipravi se bud roztér exsuddtu, nebo suspendovaného pletiva na podloznim sklicku nebo roztér 48hodinové kultury na zivné ptidé YPGA
nebo SPA (dodatek 1). Pfipravi se roztéry pro pozitivni kontroly kmene biovaru 2 rasy 3, a v piipadé potieby i pro negativni kontroly
heterologniho kmene, a nechaji se vyschnout. Spodni strana podlozniho sklicka se nékolikrdt rychle protdhne plamenem az do fixace
roztéru.

Test nilskou modi#i

1. Fixovany roztér se prelije 1 % vodnim roztokem nilské modii A.
Inkubuje se 10 minut pii 55 °C.
2. Barvici roztok se nechd stéci. Kratce se oplachne pod slabé tekouci vodou. Piebyte¢nd voda se vysaje savym papirem.
3. Roztér se pielije 8 % vodnim roztokem kyseliny octové.
Inkubuje se 1 minutu pfi pokojové teploté.
4. Opldchne se pod slabé tekouci vodou a osusi se savym papirem.
5. Znovu se navlh¢i kapkou vody. Prikryje se krycim sklickem.
6. Obarveny roztér pozorujeme pod epifluorescenénim mikroskopem pii 450 nm pod olejovou imerzi pii zvétseni 1 000 x.

Sledujeme syté oranzovou fluorescenci granuli PHB. Pozorovani provddime i pfi normdlnim svétle, abychom se ujistili, Ze granule jsou
intraceluldrni a Ze morfologie buriky je typickd pro Ralstonia solanacearum.
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Test suddnskou ¢erni
1. Fixovany roztér se prelije 0,3 % roztokem suddnské cerné B v 70 % ethanolu. Inkubuje se 10 minut pii pokojové teploté.

2. Barvici roztok se nechd stéci. Kratce se opldchne pod slabé tekouci vodou. Piebyte¢nd voda se vysaje savym papirem.
3. Roztér se kratce ponoii do xylolu. Osusi se savym papirem.
Upozornéni! Xylol je zdravi $kodliva ltka. Nutno pracovat v digestofi.
4. Roztér se prelije 0,5 % vodnim roztokem safraninu. Nechd se 10 sekund stdt pfi pokojové teploté.
Upozornéni! Safranin je zdravi $kodlivd ldtka. Nutno pracovat v digestofi.
5. Oplachne se pod slabé tekouci vodou. Osusi se savym papirem a prikryje se krycim sklickem.
6. Obarveny roztér pozorujeme mikroskopem v prochdzejicim svétle pod olejovou imerzi pfi zvétseni 1 000 x.
Granule PHB v bunkdach Ralstonia solanacearum jsou zbarvené modrocerné. Bunéné stény jsou zbarvené razove.
Jiné testy
Z jinych screeningovych testl je vhodny IF test (oddil II1.2), ELISA test (oddil II1.3) a PCR test (oddil IIL.4).

3. Postup pfi izolaci

3.1 Odebereme slizovy sekret nebo &sti odbarveného pletiva z prstence cévnich svazkd hlizy bramboru nebo z vodivych pletiv ve stonku
rostlin bramboru nebo rajcete. Suspendujeme v malém objemu sterilni destilované vody nebo v 50 mM fosfitovém pufru a nechdme
5-10 minut stét.

3.2 Pfipravime nejméné dvé desetinnd fedéni suspenze (1/10 a 1/100), v pfipadé potieby i vice.

3.3 Standardni objem suspenze a Fedéni prevedeme na univerzalni Zivné médium NA, YPGA a SPA (dodatek 1) a/nebo na Kelmanovo tetrazo-
liové médium (dodatek 1) ajnebo na selektivni médium SMSA (dodatek 7). Potom je vhodnou metodou rozprostfeme nebo rozetfeme na
plotny. MiZe byt uZitecné pfipravit samostatné plotny kazdého média se zfedénou kulturou bunééné suspenze virulentntho kmene biovaru
2 rasy 3 Ralstonia solanacearum jako pozitivni kontrolu.

3.4 Plotny se inkubuji 3 dny pfi 28 °C. Pfi pomalém riistu Ize dobu inkubovace prodlouzit az na 6 dnd, pficemZ se vSak kolonie na médiu
SMSA stdvaji atypickymi a odumiraji.

Na univerzdlnich zivnych substrdtech tvoii virulentni izoldty Ralstonia solanacearum perlové bilé, ploché, nepravidelné a tekuté kolonie,
casto s charakteristickymi spirdlkami.

Na Kelmanové tetrazoliovém médiu tvoif virulentni izoldty Ralstonia solanacearum typické krémové zbarvené, ploché, nepravidelné, tekuté
kolonie s krvavé cervené zbarvenymi spirdlkami. Nevirulentni formy Ralstonia solanacearum naproti tomu tvoii mdslovité tmavé Cervené
kolonie.

Na médiu SMSA tvoii virulentni izoldty Ralstonia solanacearum mlécné bilé, ploché, nepravidelné a tekuté kolonie s krvavé ervené zbar-
venym stiedem.

Nevirulentni formy Ralstonia solanacearum tvoi{ na médiu SMSA méné tekuté kolonie, které jsou celé rtizové az Cervené.

3.5 Kolonie s charakteristickou morfologii subkultur se vy¢ist{ na univerzlnim Zivném médiu. Je tieba se vyvarovat pravidelnému pteockova-
vani, které mazZe vést ke ztraté virulence.

4. Potvrzovaci testy

4.1 Identifikace Ralstonia solanacearum

Cisté kultury Ralstonia solanacearum se identifikuji nejméné jednou z nésledujicich metod:

Vyzivové a enzymatické testy

Pozndmka: Do kazdého testu je nutno zahrnout vhodné kontrolni kmeny.
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Ndsledujici fenotypové vlastnosti Ralstonia solanacearum jsou bud vzdy pritomny, nebo chybi:
fluoreskujici pigmenty -
inkluze PHB +
oxida¢ni/fermenta¢ni test O+[F-
kataldza +
oxiddza podle Kovace +
redukce dusi¢nant +
vyuZiti citratd +
rist pii 40 °C -
rist v 1 % NaCl +
rast v 2 % NaCl -
arginin-dihydroldza -
ztekuceni Zelatiny -
hydrolyza skrobu -
hydrolyza eskulinu -
produkce levanu -
Média a metody viz Lelliott & Stead (1987).
IF test
Pripravi se suspenze 10° bunék na 1 ml kultury a kontrolntho kmene. Pfipravi se fada dvojndsobného fedéni antiséra. PouZije se IF
metody (oddil I1.2). IF titr kultury musi odpovidat IF titru pozitivni kontroly.
ELISA test
Pripravi se suspenze o hustoté vétsi nez 10° bunék na 1 ml kultury a kontrolntho kmene. Pouzije se metody ELISA (oddil III.3). Extinkce
kultury musi odpovidat extinkei pozitivni kontroly.
PCR test
Pripravi se suspenze 10° bunék na 1 ml kultury a kontrolniho kmene. Pouzije se metody PCR (oddil II.4). PCR produkt kultury musi mit
stejnou velikost a stejny vzor restrikéni enzymové analyzy (REA) jako pozitivn{ kontrola.
Fluorescenéni hybridizace in situ (FISH)
PFipravi se suspenze 10° bunék na 1 ml kultury a kontrolniho kmene. PouZije se metody FISH (van Beuningen et al, 1995) s PCR
primerem OLI-1 (Seal et al., 1993). Kultura musi vykazovat stejnou reakci jako pozitivni kontrola.
Proteinovy profil
Denaturované proteiny celych bunék se oddéluji elektroforézou v polyakrylamidovém gelu (PAGE) (Stead, 1992a).
Stanoven{ profilu mastnych kyselin (FAP)
Kultura a pozitivni kontrola se nechaji rist 48 hodin pii 28 °C na tryptikdzovém séjovém agaru a pak se pouzije metody FAP (Janse,
1991; Stead, 1992a; Stead, 1992b). Profil kultury musi byt shodny s profilem pozitivni kontroly. Charakteristickymi mastnymi kyselinami
za uvedenych podminek jsou: 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H a 18:1 20H.

4.2 Charakteristika kmene

Charakteristika kmene neni povinnd, ale doporucuje se ji provést pro kazdy novy piipad pfi pouziti alespon jednoho z nésledujicich testi:
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Urc¢eni biovaru

Ralstonia solanacearum se déli na biovary podle schopnosti vytvafett kyselinu ze tif hexézovych alkoholii a i cukri (Hayward, 1964,

1994):
biovar
1 2 3 4 5

Vyuziti

— maltézy - + + - +

— laktézy - + + - +

— celobidzy - + + - +

— mannitu - - + + +

— sorbitu - - + + -

— dulcitu - - + + -
Doplikovymi testy lze biovar 2 ¢lenit na subfenotypy (Hayward, 1994):

biovar 2 biovar 2-A biovar 2-T

Vyuziti trehalozy - + n
Vyuziti inozitolu + - +
Vyuziti D-ribozy - - +
Pektolytickd aktivita nizkd nizkd vysokd

Stanovenirasy

Rasa (Buddenhagen et al., 1962) se stanovuje na zdkladé testu patogenity na rostlindch rajcete nebo lilku vejcoplodého a na rostlindch tabdku, jakoz i
testem hypersenzitivni reakce (HR) na listech tabdku (Lozano a Sequeira, 1970):

rasa (¥)
1 2 3
Reakce u:
— rostlin rajéete/lilku vejcoplodého vadnuti zadna reakce vadnuti
— rostlin tabdku vadnut{ 74dna reakce 74dnd reakce
— list( tabdku nekréza (48 hod.) hypersenzitivni reakce (12— chloréza
a vadnuti (7-8 dnd) 24 hod.) (2-8 dni)

(*) Rasa 4 (patogenni na zazvoru a nékterych jinych hostitelich) a rasa 5 (patogenni jen na morusi) nebyly zohlednény.

Stanoveni rasy testem patogenity nebo testem hypersenzitivni reakce na tabaku nemusi byt piili§ spolehlivé a mutzZe se také provadét na zdkladé stano-
veni biovaru a ptvodniho hostitele.

Kulturu Ize déle charakterizovat pomocti:

Genomového fingerprintu

Molekuldrni odliseni kmenti komplexu Ralstonia solanacearum lze provést:
analyzou RFLP (Cook et al., 1989).
repetitivni sekvenci PCR [REP-, ERIC & BOX (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995)].

4.3 Test patogenity
Tento test slouzi k potvrzeni diagnézy Ralstonia solanacearum a k potvrzeni virulence kultur identifikovanych jako Ralstonia solanacearum.

Z kultury a pozitivniho kontrolntho kmene se pfipravi inokulum o hustot¢ 10¢ bunék na 1 ml. Naockuje se 5-10 rostlin rajcete nebo
lilku vejcoplodého ve stadiu tietiho listu nebo stadiu star§im (oddil 111.6). Inkubuje se az dva tydny pii teploté 22-28 °C a vysoké relativni
vlhkosti vzduchu a denné se zavlazuje. Sleduji se pfiznaky vadnuti a/nebo epinastie, chlorézy a zakrslosti.

Z rostlin s charakteristickymi piiznaky Ralstonia solanacearum se provede izolace takto:
— odebere se ¢dst pletiva stonku 2 ¢cm nad mistem inokulace,

— rozmélni se a suspenduje se v malém mnozstvi sterilni destilované vody nebo ve fosfitovém pufru 50 mM, pak se rozetie na plotny,
inkubuje se a poté se vyhodnoti typické kolonie Ralstonia solanacearum
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ODDIL IlI
DETEKCE A IDENTIFIKACE RALSTONIA SOLANACEARUM VE VZORCICH HLIZ BRAMBORU

Upozornéni:  Vzorek standardni velikosti sestdvd z 200 hliz. Metoda je v§ak vhodnd i pro vzorky s méné nez 200 hlizami.

1. Piiprava vzorku pro testovani
Upozornéni:  Peletu z bramborového extraktu, ziskanou touto metodou, lze pouzit i pro detekci Clavibacter michiganensis subsp. sepedo-

nicus.
Pred testem je mozné, je-li to povazovéno za ticelné, provést ndsledujici postupy:
i) vzorek se inkubuje az 2 tydny pfi teploté 25-30 °C, aby se podpofilo namnozeni slabych populaci Ralstonia solanacearum;
i) hlizy se omyji pod tekouci vodou s ptidavkem vhodného dezinfekénitho a myciho prostiedku. Hlizy se nechaji ususit na vzduchu.

1.1 Cistym a dezinfikovanym skalpelem nebo nozem na zeleninu se odstran slupka hlizy na pupkové &asti tak, aby byla vidét vodiva pletiva.
Na pupkové &asti kazdé hlizy se opatrné vyfizne maly konicky vykroj (priméru 3-5 mm) z vodivého pletiva. Pfitom se dbé na to, aby se
zaséhlo co nejméné nevodivého pletiva. Provede se u kazdé hlizy vzorku.

Upozornéni:  V této fazi je mozno hlizy zkoumat vizudlné (oddil I1.1). Hlizy vykazujici piiznaky se vytiidi a zkousi oddélené (oddil I1).

1.2 Pupkové ¢dsti hliz se daji do uzaviené nddoby a mély by se neprodlené zpracovat. Neni-li to mozné, nemély by se uchovavat déle nez
24 hodin nebo pii teploté 4 °C déle nez 72 hodin.

1.3 Pupkové ¢dsti se zpracovévaji jednou z ndsledujicich metod:

i) Pupkové ¢dsti se daji do vhodné nddoby.
Pridd se macera¢ni pufr (dodatek 2) v takovém objemu, aby pickryl pupkové cdsti.
Pupkové ¢ésti se v mixeru Waring Blender nebo Ultra Thurrax rozmélni aZz do dplné homogenizace. Je tieba se vyvarovat prili§ silné
homogenizaci.
Macerdt se nechd 15-30 minut macet.
ii) Pupkové ¢asti se daji do vhodné nddoby.
Pridd se macera¢ni pufr v takovém objemu, aby piekryl pupkové cdsti.
Nddoba se postavi na trepacku.
Inkubuje se pfi 50-100 kmitech za minutu po dobu 4 hodin pfi teploté 20-22 °C nebo po dobu 16-24 hodin pfi teploté 4 °C.
i) Pupkové cdsti se daji do pevného jednordzového maceracniho sicku (napt. sicek Stomacher, rozméry 105 mm x 150 mm, sterili-
zovéan zafenim).
Pupkové ¢ésti se vhodnym néstrojem, napf. kladivem, rozmélni az do iplné homogenizace.
Pridd se macera¢ni pufr v takovém objemu, aby piekryl pupkové cdsti.
Macerdt se nechd 15-30 minut odstat.
1.4 Bakterie se z upravenych pupkovych ¢dsti hliz extrahuji jednou z nésledujicich metod:

i) Macerdt se opatrné slije do centrifuga¢ni zkumavky, pficemz tuhy zbytek se ponechd v nddobé nebo sacku. Je-li slity macerdt zakaleny,
odstieduje se pfi teploté do 10 °C po dobu 10 minut pii odstiedivé sile ne vétsi nez 180 g.

Slity macerdt nebo supernatant z prvniho odstfedovani se odstfeduje po dobu 15 minut pfi 7 000 g nebo po dobu 10 minut pfi
10 000 g a teploté do 10 °C.

Supernatant se slije tak, aby se peleta nezvifila.
ii) Macerat se prefiltruje pres filtra¢ni systém s velikosti pértt 40-100 pm. Filtraci posilime vakuovym cerpadlem.
Filtrat se zachycuje v centrifugacni zkumavece.
Filtr se promyje maceraénim pufrem.
Filtrdt se odstieduje po dobu 15 minut pfi 7 000 g nebo po dobu 10 minut pii 10 000 g a teploté do 10 °C.

Supernatant se slije tak, aby se peleta nezvifila.
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1.5 Peleta se resuspenduje v 1 ml peletového pufru (dodatek 2).
Rozdéli se na dvé stejné ¢dsti a kazdd ¢dst se nalije do mikrozkumavky.
Jedna mikrozkumavka se pouzije pro test. Zbytek tohoto extraktu se béhem testu uchovava pfi teploté 4 °C.
Do druhé mikrozkumavky se ptidd 10-25 % objemovych sterilniho glycerinu. Protfepe se a skladuje pfi teplot¢ —18 °C (nékolik tydnt)
nebo =70 °C (nékolik mésicti).
2. IF test
Pouzije se antisérum pro Ralstonia solanacearum, prednostné rasy 3 biovaru 2. Stanovi se titr u suspenze o hustot¢ 10° bunék na 1 ml
homologniho kmene Ralstonia solanacearum s vhodnym fedénim konjugdtu fluorescencniho isothiokyandtu (FITC) podle doporuceni
vyrobce. Surové sérum by mélo mit IF titr nejméné 1: 2 000.
Pouzije se viceobjektové podlozni sklicko nejlépe s 10 okénky o priméru nejméné 6 mm.
Na kazdé podlozni sklicko se nanese kontrola konjugdtu FITC. Test by mél byt opakovén s kontrolou PBS, pokud kontrola FITC vykdze
né&jakou pozitivni bunku.
Pripravi se nékolik pozitivnich kontrolnich podloznich sklicek se suspenzi 106 bunék na 1 ml jednoho kmene pfislusné rasy a biovaru
Ralstonia solanacearum. V kazdé fadé testu se pouzije jedno podlozni sklo.
2.1 Podlozni sklicka se pfipravi podle jedné z ndsledujicich metod:
i) Pelety s relativné nizkym obsahem skrobu:
Na fadu okének se nanese pipetou odméfeny standardni objem (na jedno okénko o praméru 6 mm sta¢i 15 pl - u vétsich okének je
nutné pouzit odpovidajici vétsi objem) resuspendované pelety. Dalsi fadu lze pouzit jako duplikdt nebo pro druhy vzorek, jak je
zndzornéno na obrazku 1.
ii) Jiné pelety:
Pripravi se desetinnd fedéni (1/10, 1/100 a 1/1000) resuspendované pelety v peletovém pufru. Na fadu okének se nanese pipetou
odméfeny standardni objem (na jedno okénko o priiméru 6 mm stai 15 pl — u vétsich okének je nutné pouzit odpovidajici vétsi
objem) resuspendované pelety a kazdé fedéni. Dalsi fadu lze pouzit jako duplikdt nebo pro druhy vzorek, jak je zndzornéno na
obrazku 2.
22 Kapky se nechaji uschnout. Bakteridlni buniky se na podloznim sklicku fixuji bud zahf4tim, ozehnutim nebo 95 % ethanolem.
2.3 Postup pii IF testu

i) PH piipravé podlozniho sklicka podle 2.1.i):
Pripravi se sada dvojndsobného fedéni antiséra v IF pufru (dodatek 3):
1/4 titru (T[4), 1/2 titru (T/2), titr (T) a dvojndsobek titru (27T).

i) Pfi pfipravé podlozniho sklicka podle 2.1.ii):
PFipravi se pracovni fedéni antiséra v IF pufru. Pracovni fedéni je fedéni antiséra s optimdlni specificnosti a obvykle ¢ini polovinu
hodnoty titru.

Obrdzek 1

Piiprava podloZniho sklicka podle 2.1.i) a 2.3.i)

Standardni fedénf resuspendované pelety

T =titr
FITC T/4 T[2 T 2T = dvojnésobné fedéni
antiséra
vzorek 1 .1 .2 .3 .4 .5
duplikdt nebo
vzorek 2

vzorku 1 ®; o LK o ®
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Obrdzek 2

Piiprava podlozniho sklicka podle 2.1.ii) a 2.3.ii)

FITC Pracovni fedén{ antiséra
nefedéno  nefedéno 1/10 1/100 1/1000 = desetindsobné fedén{
resuspendované pelety

vzorek 1 0, o> o: 0. o

duplikét vzorku 1

nebo

vzorek 2 ®; o ®; ®;, O

2.3.1 Podlozni sklicka se vyloZi na savy papir.

Vsechna testovaci okénka se piekryji fedénim(i) antiséra. Na okénka FITC se nanese PBS. Objem antiséra, naneseny na okénka, musi odpo-
vidat objemu naneseného extraktu.

232 Inkubuje se prikryté po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.

233 Z podlozniho sklicka se setiesou kapky antiséra a sklicko se opatrné oplachne IF pufrem. Omyvé se 5 minut IF pufrem Tween a poté
5 minut v IF pufru (dodatek 3). Pfebytecnd vlhkost se peclivé odstrani.

2.3.4 Podlozni sklicka se vylozi na vlhky savy papir.Testovaci okénka a okénko FITC se pokryji fedénim konjugdtu FITC pouzitym ke stanoveni
titru. Objem konjugdtu, naneseny na okénka, musi odpovidat objemu naneseného antiséra.

2.3.5 Inkubuje se prikryté po dobu 30 minut pii pokojové teploté.

2.3.6 Z podlozniho sklicka se setfesou kapky konjugdtu. Omyvd a oplachuje se jako podle bodu 2.3.3. Peclivé se odstrani piebytecnd vlhkost.

237 Na kazdé okénko se nanese pipetou 5-10 pl 0,1 M fosfatové pufrovaného glycerinu (dodatek 3) nebo podobna kryci kapalina a pfilozi se
kryci sklicko.

2.4 Hodnoceni IF testu

Podlozni sklicka se zkoumaji pod epifluorescenénim mikroskopem s filtry vhodnymi pro excitaci FITC pod olejovou imerzi pii zvétSeni
500 az 1 000 x. Kazdé okénko se zkoumd mikroskopicky ve dvou navzdjem kolmych priimérech a rovnéz po obvodu.

Nejprve se zkoumd podlozni sklicko s pozitivni kontrolou. Buiiky musi jasné fluoreskovat a byt plné vybarvené.Upozornéni: PHi
odchylném zbarvenf je tfeba test opakovat.

Nejprve se zkoumd nepiftomnost fluoreskujicich bunék v kontrolnich okénkach FITC. Fluoreskujici buriky v kontrolnim okénku FITC
ukazuji na nespecifickou vazbu konjugdtu, autofluorescenci nebo kontaminaci. Upozornéni: Pii takovém zjisténi je tieba test opakovat.

V testovacich okénkdch se pozoruji jasné fluoreskujici burniky s charakteristickou morfologif Ralstonia solanacearum. Intenzita fluorescence
musi odpovidat intenzité fluorescence pozitivniho kontrolniho kmene pfi stejném zfedéni antiséra. Na bufiky s netplnym zabarvenim
nebo se slabou fluorescenci se nebere zfetel, ledaze by téchto bunék bylo mnoho (viz vyhodnoceni vysledku IF testu).

Vyhodnoceni vysledku IF testu:

i) Pro kazdy vzorek, v némz nebyly nalezeny zadné fluoreskujici buiiky s charakteristickou morfologii, je IF test negativni.

ii) Pro kazdy vzorek, v némz byly nalezeny jasn¢ fluoreskujici bunky s charakteristickou morfologii, se stanovi primérny pocet bunék
na mikroskopické pole a vypocte se pocet bunék na 1 ml (N) resuspendované pelety (dodatek 4).
Hustota bakterif pfiblizné 10° bunék na 1 ml resuspendované pelety je povazovdna za mez detekce pro IF test:
— u vzorkii s N> 10° bunék na 1 ml resuspendované pelety se vysledek IF testu hodnoti jako pozitivni,

— u vzorkii s N < 10° bunék na 1 ml resuspendované pelety mtize byt vysledek IF testu hodnoten jako pozitivni.
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iii) PF zjisténi velkého poctu (N > 105 bunék na 1 ml) netiplné nebo slabé fluoreskujicich bunék u titru antiséra by mél byt proveden
druhy test:

— bud test zaloZeny na jiném biologickém principu, nebo

— dals{ IF test, bud's druhym antisérem, nebo s desetindsobnym zfedénim pelety.

ELISA test
(podle Robinsona-Smithe et al., 1995)

Pouzije se antisérum pro Ralstonia solanacearum, pfednostné pro rasu 3 biovar 2. Stanovi se titr u suspenze 10° bunék na 1 ml homolog-
niho kmene Ralstonia solanacearum.

Doporucuje se pouzivat mikrotitra¢ni desticky NUNC-Polysorb.
Test by mél zahrnovat negativni kontrolu bramborového extraktu a kontrolu fosfitového pufru (PBS).

Jako pozitivni kontrola se pouZzivd suspenze o hustoté véti nez 106 bunék na 1 ml kmene pifsluiné rasy a biovaru Ralstonia solanacearum.
Test se provede stejné jako u vzorku(l), aviak oddélené od vzorkii na mikrotitra¢ni desticce.

Do mikrozkumavky se napipetuje 100-200 pl resuspendované pelety.
Zahiiva se po dobu 4 minut pfi teploté 100 °C. Mikrozkumavka se pak poloZi na led.
PFidd se stejny objem dvojndsobné silného uhli¢itanového kryciho pufru (dodatek 5). Protiepe se.

Do nejméné dvou jamek v mikrotitracni desticce se dd vzdy po 100 pl. Inkubuje se po dobu jedné hodiny pii teploté 37 °C nebo pres
noc pii teploté 4 °C.

Extrakty se z jamek uplné odstrani. Jamky se tiikrdt vymyji PBS Tween (dodatek 5); posledni myci roztok by mél v jamkdch zistat
nejméné 5 minut.

Pripravi se vhodné fedéni antiséra Ralstonia solanacearum v bloka¢nim pufru (dodatek 5). Do jamek se dd po 100 pl fedéného antiséra.
Inkubuje se po dobu jedné hodiny pii teploté 37 °C.

Antisérum se z jamek plné odstrani. Jamky se vymyji vy3e popsanym zptsobem (3.4).

Pripravi se vhodné fedéni konjugdtu alkalické fosfatdzy v blokacnim pufru. Do jamek se dd po 100 pl fedéného konjugdtu.

Inkubuje se po dobu jedné hodiny pfi teploté 37 °C.

Konjugdt se z jamek tplné odstrani. Jamky se vymyji vyse popsanym zptsobem (3.4 a 3.6).

Pripravi se alkalicky roztok ze substratu fosfatdzy (dodatek 5). Do jamek se dd po 100 pl. Inkubuje se po dobu 30 minut azZ 1 hodiny
v temnu pii pokojové teploté.

Odecte se extinkce pii 409 nm.

Vyhodnoceni vysledku ELISA testu
ELISA test je negativni, jestliZe optickd hustota vzorku je nizsi nez dvojndsobek optické hustoty negativni kontroly.

ELISA test je pozitivni, jestlize optickd hustota vzorku je vy3si nez dvojndsobek optické hustoty negativni kontroly.

PCR test

(podle Seala et al., 1993)

Upozornéni:

Pii vSech krocich pfipravy vzorkt a jinych ¢innostech v souvislosti s PCR se musi pouzivat $picky pipet s filtrem.

Jako pozitivni kontrola se pfipravi suspenze 10¢ bunék na 1 ml kmene rasy 3 biovaru 2 Ralstonia solanacearum. Test se provede stejnym
zplisobem jako u vzorku(f).

Do mikrozkumavky se napipetuje 100 pl resuspendované pelety.

Alternativné 1ze dat 90 pl resuspendované pelety do mikrozkumavky, kterd obsahuje 10 ul 0,5 M NaOH. Promichd se opakovanym
pievracenim mikrozkumavky.
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4.2 Zahiiva se po dobu 4 minut pii teploté 100 °C. Mikrozkumavka se pak ihned umisti do ledu.
4.3 Pripravi se nejméné dvé desetinnd fedéni (napf. 1/10 a 1/100, nebo v piipadé potieby vice) ve sterilni destilované nebo ultracisté vodé
(UPW).
4.4 Ve sterilni mikrozkumavce se pfipravi reakéni smés pro PCR (dodatek 6) tak, Ze se ptidaji ndsledujici slozky v tomto pofadi:
Pro reakéni objem 50 ul
Slozka Mnozstvi Konecnd koncentrace
Sterilni destilovand voda nebo 30,8 pl-33,8 pl
ultracistd voda
10 x PCR pufr 5,0 ul 1x
d-ATP 1,0 ul 0,2 mM
d-CTP 1,0 ul 0,2 mM
d-GTP 1,0 pl 0,2 mM
d-TTP 1,0 ul 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 pM) 2,5 ul 1 uM
Primer Y-2 (20 uM) 2,5l 1 pM
Polymerdza Taq (5U/ul) 0,2 pl 1,0 U
Celkovy objem 45 pl-48 ul
Pro vice reakci:
Vypocte se mnoZstvi kazdé slozky pro potiebny pocet reakci.
Slozky se smichaji a 45-48 pl smési se dd do sterilnich mikrozkumavek PCR.
Mikrozkumavky s reakéni smési PCR se ulozi do ledu.
Pro reakéni objem 25 pl:
Mnozstvi slozek se pfiméFené snizi.
4.5 Amplifikace PCR
451 Nepovinné! Mikrokumavky s povafenym vzorkem a pozitivni kontrolou se pulza¢né odstiedi.
Do mikrozkumavek s reakéni smési PCR se v uvedeném pofadi ptidd 2-5 pl vzorku(ti), vodni kontrola a pozitivni kontrola. Mikrozku-
mavky se postavi do vyhfivactho bloku termocykleru.
4.5.2 Provede se ndsledujici program:
1 cyklus:
i) 2 minuty pfi teploté¢ 96 °C:: denaturace matrice
50 cykla:
ii) 20 sekund pii teploté 94 °C: denaturace
iii) 20 sekund pii teploté 68 °C: napojovani primeru
iv) 30 sekund pfi teploté 72 °C: prodlouzeni kopie
1 cyklus
v) 10 minut pii teploté 72 °: dal3i prodlouzeni
1 cyklus
vi) udrzovani pii teploté 4 °C.
Upozornéni: ~ Tyto parametry se vztahuji na termocykler Perkin Elmer 9600. U jinych termocyklert muaze byt zapotiebi vrstva minerdl-
niho oleje v reakéni mikrozkumavce PCR ajnebo zména trvani kroku i), iii) a iv) v apmlifika¢nim profilu.
453 Mikrozkumavky se vyjmou z termocykleru. Produkt PCR se analyzuje. Nelze-li to provést okamzité, mikrozkumavky se ulozi pii teploté
4 °C pro pouziti v tomtéz dni nebo pii teploté 18 °C pro pouziti za dels{ dobu.
4.6 Analyza produktu PCR
Fragmenty PCR se analyzuji elektroforézou v agarézovém gelu a obarvenim ethidiumbromidem.
4.6.1 Pripravi se vhodny agarézovy gel tak, Ze agardza se opatrné povaii v tris-acetdtovém elektroforetickém pufru (TAE).



396 Utedni véstnik Evropské unie 03/sv. 23

4.6.2 Roztavend agaréza se ochladi na teplotu 50-60 °C, nalije se do komtrky na nalévéni gelu elektroforézni aparatury a vlozi se hieben.
Roztok se nechd ztuhnout.

4.6.3 Hieben se vyjme. Gel se ponoii do pufru TAE tak, aby byl pokryt 2-3 mm vrstvou pufru.

4.6.4 Na parafilm se nanese kapka 3 ul nandSectho pufru. Pfidd se 12 pl produktu PCR ze vzorkd, pozitivni kontroly a vodni kontroly a pfed
nandSenim se smisi lehkym nasdvanim do $picky pipety. Uvedené objemy lze pfizptisobit kapacité jamek v agarézovém gelu.

4.6.5 Jamky v gelu se peclivé naplni. Nejméné do jedné jamky se jako srovndvaci substance nanese vhodny marker DNA.

4.6.6 K elektroforézni aparatufe se ptipoji sitovy zdroj. Elektroforéza se provadi pfi 5-8 V/cm, dokud se ¢elo barviva nebude nachdzet ve vzdi-
lenosti 1 cm od okraje gelu.

4.6.7 Vypne se proudové napdjeni a sitovy zdroj se odpoji z elektroforézni aparatury.

Gel se opatrné vyjme a po dobu 30-45 minut se barvi v roztoku ethidiumbromidu.

Upozornéni: P manipulaci s ethidiumbromidem, ktery je silnym mutagenem, je tieba vzdy pouzit jednordzové rukavice!

4.6.8 Barvivo se vymyvé v destilované vodé po dobu 10-15 minut.

4.6.9 Amplifikované fragmenty DNA se zviditeln{ transiluminaci. PCR produkt Ralstonia solanacearum s primery OLI-1 a Y-2 ma délku 288 bp.
Porovnd se s markerem DNA a pozitivni kontrolou.

Upozornéni: ~ Vodni kontrola musi byt v kazdém pfipadé negativni. Pokud je pozitivni, je tfeba test opakovat.

4.6.10 Pro zdokumentovani se gel pifpadné vyfotografuje.

4.6.11 Pravost amplifikovaného fragmentu se potvrdi restrikéni enzymovou analyzou (REA).

4.7 Restrikéni enzymovd analyza (REA)

471 Do nové mikrozkumavky se dd 8,5 pl produktu PCR (4.5.3). Pfidd se 1 pl enzymového pufru (10 x) a 0,5 pl restrikéniho enzymu Avall.

4.7.2 Promisi se jemnym odsdvitim do $picky pipety. Zustdvaji-li na sténdch mikrozkumavky kapky, pulzné se odstfedi v mikroodstredivce.
Inkubuje se po dobu jedné hodiny pfi teploté 37 °C.

473 Nastipany fragment PCR se analyzuje elektroforézou v agarézovém gelu jako v bodé 4.6.

Vyhodnoceni vysledku PCR testu

PCR test je negativni, pokud nebyl prokdzan charakteristicky fragment 288 bp a ptitom byl prokdzédn fragment u pozitivntho kontrolniho

kmene Ralstonia solanacearum.

PCR test je pozitivni, pokud byl prokdzan fragment 288 bp a analyza REA ukazuje na to, Ze amplifikovany fragment je identicky s pozi-

tivnim kontrolnim kmenem Ralstonia solanacearum.

5. Kultivace na selektivnich Zivnych médiich
(podle Elphinstona et al., 1996)

5.1 Test se provadi vhodnou zfedovaci technikou roztérti, napf.:

i) Pripravi se nejméné dvé desetinnd fedéni (napf. 1/10 a 1/100) resuspendované pelety v peletovém pufru. Odméfeny standardni objem
(50-100 pl) resuspendované pelety a kazdého fedéni se nanese pipetou na modifikované selektivni SMSA médium (dodatek 7) a skle-
nénou tycinkou se rozprostte po celé plose média.

Pokud je to celné, provede se 10 pl ockem zfedovaci roztér resuspendované pelety. Mezi roztéry se ocko sterilizuje plamenem.

ii) Na modifikované selektivni SMSA médium se nanese odméfeny standardni objem (50-100 pl) resuspendované pelety a sklenénou
ty¢inkou se rozetie po celé plose média. Tycinkou bez ozehnuti plamenem se provede roztér na nejméné dvé dalsi plotny s modifko-
vanym SMSA médiem.

5.2 Stejnou zfedovaci technikou roztéru se nanese suspenze virulentniho kmene Ralstonia solanacearum rasa 3 biovar 2 o hustot¢ 106 bunék
v 1 ml jako pozitivni kontrola na sadu samostatnych ploten s modifikovanym SMSA médiem.

5.3 Plotny se inkubuji pii teploté 28 °C. Po 3 dnech se provede prvni kontrola ploten. Pfi negativnim ndlezu se déle inkubuje az do 6 dnii.
Kolonie virulentnich izolath Ralstonia solanacearum jsou mlécné bilé, ploché, nepravidelné a fluidni, se zietelné rozeznatelnymi cervenymi
az purpurovymi stfedy s prouzky nebo spirdlkami.

5.4 Kolonie s charakteristickou morfologif se vy¢isti pieockovanim do ¢isté kultury na univerzdlnim médiu (dodatek 1).
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5.5 Identifikuje se Cistd kultura (oddil 11.4.1) a pozitivni kultury Ralstonia solanacearum se potvrdi testem patogenity (oddil I1.4.3).
Vyhodnoceni vysledku kultivace na selektivnich Zivnych médiich
Test na selektivnim Zivném médiu je negativni, jestlize po Sesti dnech nelze izolovat Zidné kolonie bakterii nebo nejsou izolovany zddné
charakteristické kolonie Ralstonia solanacearum za predpokladu, Ze neni podezfeni z inhibice koloniemi jinych bakterii a Ze v pozitivnich
kontroldch byly zjistény charakteristické kolonie Ralstonia solanacearum.
Test na selektivnim Zivném médiu je pozitivni, jestlize jsou izolovany charakteristické kolonie Ralstonia solanacearum.

6. Biotest
(podle Janse, 1988)

6.1 Pro kazdy vzorek se pouzije 10 testovacich rostlin nichylnych semendcka rajcete nebo lilku vejcoplodého v ristové fézi tiech pravych
listti. Testovaci rostliny se 24 hodin pred inokulaci nezavlazuji.

6.2 100 pl resuspendované pelety se rozdéli mezi testované rostliny. Naockuje se stonek v misté mezi déloznimi listky a na jednom nebo
nékolika dalsich mistech.

6.3 Stejnou technikou se inokuluje 10 semendckd suspenzi virulentniho kmene Ralstonia solanacearum rasa 3 biovar 2 o hustoté 106 bunék
v 1 ml jako pozitivni kontrola a peletovym pufrem jako negativni kontrola. Rostliny pozitivni kontroly se oddéli od ostatnich rostlin,
aby se zabranilo kifZovym kontaminacim.

6.4 Testovaci rostliny se nechaji rist po dobu az 4 tydna pii teploté 22 az 28 °C, vysoké relativni vlhkosti vzduchu a pfi dennim zavlazovéni.
Rostliny pozitivni kontroly se oddéli od ostatnich rostlin, aby se zabranilo kifZovym kontaminacim. Sleduji se pfiznaky vadnuti, epinastie,
chlorézy a/nebo krnéni.

6.5 Provede se izolace z infikovanych rostlin (oddil II). Identifikuji se cisté kultury s charakteristickou morfologii (oddil 11.4.1) a kultury
Ralstonia solanacearum se potvrdi testem patogenity (oddil 11.4.3).

6.6 V piipadé potieby se u testovacich rostlin, které nevykazuji Zddné piiznaky infekce, zkontroluje, zda k infekci skute¢né nedoslo. Z kazdé
testované rostliny se 2 cm nad mistem naockovan{ odebere tisek stonku dlouhy 1 cm. Casti pletiv se homogenizuji v maceraénim pufru.
Provede se test zfedovaci technikou (oddil II1.5.1). Pfi pozitivnim nélezu se identifikuji Cisté kultury s charakteristickou morfologif (oddil
11.4.1) a kultury Ralstonia solanacearum se potvrdi testem patogenity (oddil I1.4.3).

Vyhodnoceni vysledku biotestu

Biotest je negativni, jestlize testovaci rostliny nejsou infikované Ralstonia solanacearum za predpokladu, Ze v pozitivnich kontroldch byla
Ralstonia solanacearum prokézana.

Biotest je pozitivni, jestliZe testovaci rostliny jsou infikované Ralstonia solanacearum.

7. Obohacovaci test
(podle J.G. Elphinstona et al., 1996)

7.1 Do 3 ml modifikovaného Zivného média SMSA se vlozi 100 pl resuspendované pelety (dodatek 7).

7.2 Inkubuje se po dobu 48 hodin, avsak ne déle nez 72 hodin, pii teploté 28 °C s volné nasazenym vickem za Gicelem vétrdni.

7.3 Zavie se vicko mikrozkumavky a protiepe se. MnoZstvi se rozdéli pro IF test (tento oddil bod 2), ELISA test (tento oddil bod 3) a/nebo
PCR test (tento oddil bod 4).

8. Test patogenity

Viz oddil 11.4.3.
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Dodatek 1
Zivnd média pro izolaci a kultivaci Ralstonia solanacearum

Zivny agar (NA)
Zivny agar (Difco) 23 g

Destilovand voda 11

V bance o objemu 1 litr se pfipravi 0,5 litru média.
Latky se rozpusti.
Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pii teploté 121 °C.

Ochladi se na 50 °C. Provede se rozliv na plotny.

Kvasni¢no-pepton-glukosovy agar (YPGA)

Kvasni¢ny extrakt (Difco) 5¢
Bacto pepton (Difco) 5¢
D(+)glukosa (monohydrat) 10 g
Bacto agar (Difco) 15 ¢
Destilovand voda 11

V batice o objemu 1 litr se pfipravi 0,5 litru média.

Latky se rozpusti.

Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pfi teploté 121 °C.

Ochladi se na 50 °C. Provede se rozliv na plotny.
Sacharoso-peptonovy agar (SPA)

Sacharosa 20 g
Pepton 5¢
K,HPO, 05g
MgSO,-7H,0 025 g
Bacto agar (Difco) 15 ¢
Destilovana voda 11

V baiice o objemu 1 litr se piipravi 0,5 litru média.
Latky se rozpusti. V piipadé potieby se upravi pH na 7,2-7,4.
Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pii teploté 121 °C.

Ochladi se na 50 °C. Provede se rozliv ploten.

Kelmanovo tetrazoliové médium

Kyseliny kasaminové (Difco) 1g
Bacto pepton 10 g
Dextréza 5¢
Bacto agar (Difco) 15 ¢
Destilovana voda 11

V bance o objemu 1 litr se pfipravi 0,5 litru média.
Latky se rozpusti. Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pii teploté 121 °C.

Ochladi se na 50 °C.

Pridd se filtrem sterilizovany vodni roztok trifenyl-tetrazolium chloridu (Sigma) az do dosazeni kone¢né koncentrace

50 mg/l.

Provede se rozliv ploten.
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Dodatek 2
Materidl pro pfipravu vzorku

Macerac¢ni pufr: 50 mM fosfdtovy pufr, pH 7,0

Tento pufr se pouZzivd pro maceraci pletiv.

Na,HPO, 426 g
KH,PO, 2,72 g
Destilovand voda 11

Latky se rozpusti a zkontroluje se pH. Podle potieby se provede alikvotace.
Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pfi teploté 121 °C.

Pfi provadéni piimého PCR testu se doporucuje piidat 5 % polyvinylpyrrolidonu 40 000 MWT (PVP-40), aby se sniZilo
ptisobeni inhibice amplifikace aromatickymi molekulami v extraktu.

PFi pouziti homogeniza¢ni metody pomoci Waring-Blender nebo Ultra-Turrax k maceraci vykrojkii pletiva bramboru se
doporucuje pfidat deflokulacni prostiedek, prosttedek proti tvorbé pény nebo antioxidant.

Lubrol vlocky 0,5 g/l
Antipénidlo DC-Silikon 1,0 mifl
Tetrapyrofosfit sodny 1,0 g/l

Autokldvuje se oddélené. Piidava se az do dosazeni Zddané koncentrace.

Peletovy pufr: 10 mM fosfatovy pufr, pH 7,2

Tento pufr se pouzivé pro resuspendovani a fedéni pelet z pupkovych ¢dsti bramborovych hliz.

Na,HPO,12H,0 27 g
NaH,PO,-2H,0 04 g
Destilovand voda 11

Latky se rozpusti a zkontroluje se pH. Podle potieby se provede alikvotace.

Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pfi teploté 121 °C.
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Dodatek 3
Materiél pro IF test

IF pufr: 10 mM roztoku chloridu sodného pufrovaného fosfitem (PSB), pH 7,2

Tento pufr se pouzivéd pro fedéni antiséra.

Na,HPO,12H,0 27 g
NaH,PO,-2H,0 04 g
NaCl 80 g
Destilovand voda 11

Latky se rozpusti a zkontroluje se pH. Podle potieby se provede alikvotace.

Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pii teploté 121 °C.

IF pufr Tween

Tento pufr se pouzivd k omyti podloznich sklicek. K IF pufru se piidd 0,1% Tween 20.

0,1 M glycerin pufrovany fosfatem, pH 7,6

Tento pufr se pouzivd ke zvyseni fluorescence jako kryci tekutina na okénkach IF podlozniho sklicka.

Na,HPO,12H,0 32 g
NaH,PO,2H,0 015 g
Glycerin 50 ml

Destilovand voda 100 ml
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Dodatek 4

Stanoveni stupné kontaminace v IF testu

Plocha (S) jednoho okénka na podlonim sklicku s vice okénky
_ m2
4
kde D = priimér okénka.
Plocha (s) pole objektivu
_ b
4
kde d = primér pole objektivu.
Pramér pole (d) se zjistuje bud pHimym méFenim nebo z ndsledujicich vzorci:

_ mi2
TG x4

kde i = koeficient pole (zavisly na typu okuldru a pohybuje se mezi 8 a 24),
K = koeficient tubusu (1 nebo 1,25),
G = (100ndsobné, 40ndsobné atd.) zvétseni objektivu.

Ze vzorce (2)

d = /%
T

Ze vzorce (3)

Zjisti se pocet typickych fluoreskujicich bunék v jednom poli (c).
Vypocte se pocet typickych fluoreskujicich bunék v celém okénku (C).
S

s

C =c¢

Vypocte se pocet typickych fluoreskujicich bunék v 1 ml pelety (N).

N = Cx 1000 ¢

kde y = objem pelety na okénku podlozniho sklicka
F = ziedovaci faktor pelety
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Dodatek 5

Materidl pro ELISA test

Dvojndsobny uhli¢itanovy povlakovy pufr, pH 9,6

Na,CO, 6,36 g
NaHCO, 11,72 g
Destilovana voda 11

Latky se rozpusti a zkontroluje se pH. Podle potieby se provede alikvotace.
Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pii teploté 121 °C.

Pokud extrakt obsahuje vysoky podil aromatickych molekul, lze jako antioxidant pfidat sifi¢itan sodny s kone¢nou
koncentraci 0,2 %.

Desetindsobny roztok chloridu solného pufrovany fosfdtem (PSB), pH 7,4

Na(Cl 80 g
KH,PO, 2
Na,HPO,12H,0 29 ¢
KCl 2g
Destilovand voda 11

Latky se rozpusti a zkontroluje se pH. Podle potieby se provede alikvotace.

Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pfi teploté 121 °C.

Roztok chloridu sodného — Tween— pufrovany fosfore¢nanem (PBS-T)

10 x PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Destilovana voda 895 ml

Bloka¢ni (antildtkovy) pufr (musi se pfipravit Cerstvy)

10 x PBS 10 ml
Polyvinylpyrrolidon 44 000 MWT 2 g
(PVP-44)

10 % Tween 20 05 ¢g
Susené mléko 05 g
Destilovand voda do 100 ml

Alkalicky substrdtovy roztok fosfatdzy, pH 9,8
Dietanolamin 97 ml

Destilovana voda 800 ml

Promisi se a pH se upravi koncentrovanou HCl na 9,8.

Doplni se destilovanou vodou na objem 1 litru.

Pridd se 0,2 g MgCl2.

Na kazdych 15 ml roztoku se rozpusti 2 tablety (5 mg) substratové fosfatdzy (Sigma).
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Dodatek 6
Materidl pro PCR test

Sekvence oligonukleotidovych primert
Primer OLI 1 5-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3
Primer Y2 5—-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3%

Potiebné chemikdlie viz Seal et al., 1993.

Dodatek 7
Materidl pro test na selektivnich Zivnych médiich a obohacovaci test

Selektivni médium SMSA (Engelbrecht, 1994, modifikovano Elphinstonem et al., 1996)

Zakladni médium

Kaseinovy hydrolyzét (Difco) 1g
Bacto pepton (Difco) 10 g
Glycerin 5 ml
Agar (Difco) 15 ¢
Destilovand voda 11

V bance o objemu 1 litr se pfipravi 0,5 litru média.

Latky se rozpusti a zkontroluje se pH. V piipadé potieby se pied autokldvovianim upravi pH na 6,5. Ralstonia solana-
cearum pii pH > 7,0 neroste na médiu piili§ dobre.

Sterilizuje se 15 minut v autokldvu pfi teploté 121 °C.
Ochladi se na 50 °C.

Pro docileni uvedenych konec¢nych koncentraci se ptidaji ndsledujici ltky (vSechny od firmy Sigma):

Krystalova violet 5 mg/l
Polymixin B sulfdt 100 mg/l (cca 600 000 jednotek) Sigma P-1004
Bacitracin (¥) 25 mgfl (cca 1 250 jednotek) Sigma B-0125
Chloramfenikol 5 mgfl Sigma C-3175
Penicilin G 0,5 mg/l (cca 825 jednotek) Sigma P-3032
Tetrazoliové soli 50 mg/l

Latky se rozpusti v 70 % ethanolu na koncentrace uvedené pro piipraveny objem média. Nekteré litky, jako napf. poly-
mixin a chloramfenikol, se musi mirné zahtit a protfepat.

SMSA bujén (Elphinstone et al., 1996)
PFiprava stejnd jako pro selektivni médium SMSA, aviak bez agaru nebo tetrazoliovych soli.

Alikvéty 3 ml se plni do univerzélnich jednordzovych zkumavek o objemu 30 ml.

(*) Latky se rozpusti v 70 % ethanolu na koncentrace uvedené pro pfipraveny objem média. Nékteré latky, jako napf. polymixin a chlo-
ramfenikol, se musi mirn¢ zahfdt a protfepat.
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PRILOHA 11

1. Ve viech piipadech podezieni z vyskytu Skodlivého organismu, kdy screeningovy(é) test(y) provedeny(é) na
uvedeném rostlinném materidlu podle metody popsané v pifloze II, a ve vSech ostatnich piipadech podle nékteré
z Ufedné schvélenych metod, dopadl pozitivné a na potvrzeni nebo vyvriceni vysledku uvedenou metodou se jesté
Cekd, by mél byt ndsledujici materidl zajistén a vhodnou formou uschovén:

— dle moznosti partie (z niZ byl vzorek odebrdn) nebo ¢dst této partie v ptivodnim baleni s etiketou,
— dle moznosti zbyvajici ¢dst vzorkd,

— zbylé extrakty a dal$i materidl pfipraveny pro screeningovy test, jako napf. podlozni sklicka pro imunofluores-
cencni test, a

— vsechny pfislusné podklady, dokud nenf vyse uvedeny postup zcela ukoncen.

2. Pii potvrzeni vyskytu $kodlivého organismu by mél byt ndsledujici materidl zajistén a vhodnou formou uschovéin
nejméné po dobu jednoho mésice po oznamovacim fizeni podle ¢l. 5 odst. 2:

— materidl uvedeny v bodu 1,
— piipadné vzorek infikovanych rostlin rajcete nebo lilku vejcoplodého naockovany extraktem z hliz nebo rostlin a

— izolovand kultura pivodce.
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PRILOHA IV

Setienf uvedené v ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu i) se v zdvaznych pifpadech vztahuje na tyto faktory:

i

=

mista produkce,

po

na nichz se péstuji nebo péstovaly brambory, které jsou klonové piibuzné s bramborami, které byly prohldseny
za napadené timto organismem,

na nichz se péstuji nebo péstovala rajcata, kterd vyrostla z téze partie osiva jako rajcata, kterd byla prohldsena za
napadend timto organismem,

na nichz se péstuji nebo péstovaly brambory nebo rajcata, které byly pro podezieni z vyskytu tohoto organismu
zatazeny pod ufedni kontrolu,

na nichZz se péstuji nebo péstovaly brambory, které jsou klonové piibuzné s bramborami, které byly vypéstovany
v mistech produkce prohldsenych za napadend timto organismem,

na nichz se péstuji brambory nebo rajcata a kterd lezi v sousedstvi zamorenych mist produkce, véetné takovych
mist, na kterych se pracovni ndfadi a zafizeni pouzivaji spole¢né bud piimo nebo pies spole¢ného smluvniho
partnera,

na nichz se k zavlazovani nebo postiiku pouZzivd povrchovd voda ze zdroje, ktery se ukdzal jako kontaminovany
timto organismem nebo u néhoz existuje podezfeni z kontaminace timto organismem,

na nichz se k zavlazovani nebo postiiku pouzivd povrchovd voda ze zdroje, ktery se pouzivd spole¢né s misty
produkce, kterd se ukdzala jako kontaminovand timto organismem nebo u nichZ existuje podezfeni z kontami-
nace timto organismem,

kterd jsou nebo byla zaplavena povrchovou vodou, kterd se ukdzala jako kontaminovand timto organismem nebo
u niz existuje podezieni z kontaminace timto organismem, a

vrchovou vodu, kterd slouzi k zavlazovani nebo postiiku poli ¢i mist produkce, kterd se ukédzala jako kontamino-

vand timto organismem, nebo kterd byla touto vodou zaplavena.
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PRILOHA V

. Faktory, na které je tieba brat zfetel pii stanoveni rozsahu pravdépodobného napadeni podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a)

bodu iii) a pism. ¢) bodu iii), v zdvaznych piipadech zahrnuji:

— uvedeny rostlinny materidl, ktery byl péstovan v misté produkce, které bylo podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii)
prohldseno za napadené,

— mista produkce s vyrobné technickym spojenim s uvedenym rostlinnym materidlem, ktery byl podle ¢l. 5
odst. 1 pism. a) bodu ii) prohldSen za napadeny, véetné takovych mist, na kterych se pracovni ndfadi a zafizeni
pouzivaji spole¢né bud piimo nebo pfes spolecného smluvniho partnera,

— uvedeny rostlinny materidl, ktery byl péstovan na mistech produkce uvedenych v pfedchozi odrdzce nebo byl na
takovych mistech pfitomen v dobg, ve které uvedeny rostlinny materidl, ktery byl podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a)
bodu ii) prohldsen za napadeny, byl pfitomen na misté produkce uvedeném v prvni odrdzce,

— sklady, do nichz byl uvedeny rostlinny materidl dopraven z vyse uvedenych mist produkce,

— jakékoli stroje, dopravni prostfedky, pfepravni kontejnery, skladovaci prostory nebo jejich ¢asti jakoz i ostatni
pfedméty, vcetné obalového materidlu, které mohly pfijit do styku s uvedenym rostlinnym materidlem, ktery byl
podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii) prohldsen za napadeny,

— veskery uvedeny rostlinny materidl, ktery byl skladovan v zafizenich nebo pfisel do styku s pFedméty uvedenymi
v predchozi odrdzce pied jejich ocistou nebo dezinfekef,

— jako vysledek Setieni a testovdni podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu i) v piipadé brambor ty hlizy nebo rostliny se
sesterskym nebo rodi¢ovskym klonovym vztahem k uvedenému rostlinnému materidlu, resp. v pfipadé rajcat ty
rostliny, které vyrostly ze stejného osiva jako uvedeny rostlinny materidl, ktery byl podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a)
bodu ii) prohldsen za napadeny, a u nichz, tfebaze byly vysetfeny na pivodce s negativnim vysledkem, se napa-
deni na zdkladé klonové vazby jevi pravdépodobnym,

— mista produkce uvedeného rostlinného materialu, vztahujictho se k ptedchozi odrdzce,

— mista produkce uvedeného rostlinného materidlu, kterd byla zavlaZovdna nebo postiikovdna vodou, kterd byla
podle ¢l. 5 odst. 1 pism. ¢) bodu ii) prohldsena za kontaminovanou,

— uvedeny rostlinny materidl, ktery byl vypéstovdn na polich, kterd byla zaplavena kontaminovanou povrchovou
vodou.

. Stanoveni mozného rozifeni podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iv) a pism. ¢) bodu iii) zahrnuje:

i) v pipadech podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iv) zkoumadni ndsledujicich aspekt:
— blizkost k jinym mistim produkce, na nichz se péstuje uvedeny rostlinny material,
— spolecnd produkce a pouziti partif sadbovych brambor,
— mista produkce, na nichz byla k zavlazovani nebo k postiikovan{ uvedeného rostlinného materidlu pouzita

povrchovd voda v piipadech, kdy hrozi nebo hrozilo nebezpeci odtoku povrchové vody nebo zaplaveni
z mist produkce, kterd byla podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii) prohldSena za napadend;

ii) v pfipadech, kdy byla povrchovd voda podle ¢l. 5 odst. 1 pism. ¢) bodu ii) prohldena za kontaminovanou:

— mista produkce, na nichZ se uvedeny rostlinny materidl péstuje v bezprostfedni blizkosti povrchové vody
prohlédsené za kontaminovanou nebo kterd by touto povrchovou vodou mohla byt zaplavena,

— kazdad samostatnd zavlazovaci nddrz, kterd md spojitost s povrchovou vodou prohldsenou za kontamino-
vanou.
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3. Podrobnosti ozndmeni podle ¢l. 5 odst. 2 zahrnuji:

— datum ohldseni podezfeni z vyskytu organismu podle ¢lanku 4 a datum odbéru vzorkd, popiipadé potvrzeni
o piitomnosti organismu podle ¢lanku 5,

— popis jednotlivych aspektt prohldseni o napadeni a vymezeni zony.
4. Podrobnosti doplitkového ozndmeni podle ¢l. 5 odst. 2 druhého pododstavce zahrnuji:

— pro kazdou zdsilku nebo partii brambor prohldSenou za napadenou osvédéeni podle ¢ldnku 7 nebo 8 smérnice
77193 [EHS, ¢islo rostlinolékaiského pasu nebo registracni ¢islo producenta brambor, spole¢ného skladu ¢i expe-
di¢ntho strediska,

— pro kazdou zdsilku nebo partii rostlin rajcat prohldsenou za napadenou osvédéeni podle ¢lanku 7 nebo 8 smér-
nice 77[93/EHS a dislo rostlinolékaiského pasu podle seznamu v piiloze V ¢asti A kapitole 1 bodu 2.2 smérnice
77/93/EHS,

— oznaceni odridy a kategorie v piipadé porostti sadbovych brambor, a dle moznosti ve vSech ostatnich pfipa-
dech,

— veskeré dal$f idaje o potvrzeni ohniska, které si Komise pfipadné vyzada.
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PRILOHA VI

1. Opatfeni uvedend v ¢l. 6 odst. 1 jsou tato:

— spdleni, nebo

— poutziti jako krmivo po tepelné tpravé, kterd vylucuje nebezpeci preziti tohoto organismu, nebo

— hluboké zakopdni na sklddkdch, odkud nehrozi nebezpe¢i prosiknuti na zemédélské piidy nebo kontaminace
povrchové vody, kterd by mohla byt pouzita k zavlazovani zemédélskych ptd, nebo

— pramyslové zpracovani piimou neprodlenou dodédvkou do zpracovatelského zdvodu s tfedné schvilenymi zafize-
nimi na odstrafiovan{ odpadd, kterd spliwji ustanoveni piflohy VII, nebo

— jind opatieni, pokud prokazatelné nepfedstavuji zddné rozpoznatelné nebezpedi rozsifovani tohoto organismu;
tato opatfeni museji byt neprodlené ozndmena Komisi a ostatnim ¢lenskym stattim.

2. Vhodné pouziti nebo likvidace uvedeného rostlinného materidlu podle ¢l. 6 odst. 2 pod dohledem piislusnych dfed-
nich subjektt doty¢ného clenského stdtu pii jejich vzdjemném informovani za Gcelem zajisténi kontroly v kterém-
koliv okamziku a se souhlasem pfislusného tiedniho subjektu ¢lenského stétu, v némz se brambory maji balit nebo
zpracovdvat, s ohledem na zafzeni k odstranovani odpadii uvedend v prvni a druhé odrézce, zahrnuje:

i) v pifpadé hliz bramboru:
— jejich pouziti jako konzumnich brambor ur¢enych ke spotiebé, balenych v provozech vybavenych vhodnymi
zafizenimi k odstrafiovani odpadi do obalii pro pfimou doddvku a pouziti, které nevyzaduji zménu obaly,

a urcenych pro takovou piimou doddvku a pouziti, nebo

— jejich pouziti jako konzumnich brambor uréenych k priimyslovému zpracovani po piimé a okamzité doddvce
do zpracovatelského zdvodu vybaveného vhodnymi zafizenimi k odstraniovédni odpadd, nebo

— jiné pouziti nebo likvidaci, pokud prokazatelné nepfedstavuji zddné rozpoznatelné nebezpeci rozsitovani

tohoto organismu a s vyhradou souhlasu pfislusnych tfednich subjektd; tato opatfeni museji byt neprodlené
ozndmena Komisi a ostatnim clenskym statGm;

i) v piipadé jinych ¢dsti rostlin véetné stonkd a zbytkd listd:
— jejich zniceni, nebo

— jiné pouziti nebo likvidaci, pokud prokazatelné nepfedstavuji zddné rozpoznatelné nebezpedi rozsitovani
tohoto organismu; tato opatfeni museji byt neprodlené ozndmena Komisi a ostatnim ¢lenskym statam.

3. Vhodné metody dekontaminace pfedméti uvedenych v ¢l. 6 odst. 3 zahrnuji ocistu a p¥ipadnou desinfekci tak, aby
nehrozilo zadné rozpoznatelné nebezpeli rozsifovani tohoto organismu; tato opatfeni se provadéji pod dohledem
piislusnych dfednich subjektt ¢lenskych statd.

4. Soubor opatfeni, uvedenych v ¢l. 6 odst. 4, kterd pfijmou clenské stity v z6né vymezené podle ¢l. 5 odst. 1 pism.
a) bodu iv) a pism. ¢) bodu iii), zahrnuje:

4.1 V piipadech, kdy mista produkce byla podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii) prohldsena za napadena:

a) na poli nebo na jednotce s chranénou produkei plodin, které(d) bylo(a) prohldseno(a) za napadené(ou) podle
¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii), bud:
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i) v prabéhu nejméné ctyt hospodaiskych let ndsledujicich po prohldseni mista produkce za napadené:

— opatieni k odstranéni plané rostoucich rostlin bramboru a rajcete i ostatnich hostitelskych rostlin
organismu, véetné plevel z Celedi lilkovitych, a

— zdkaz péstovant:
— hliz a rostlin bramboru,
— rostlin a osiva rajcete,
— se zfetelem na biologii organismu:
— jinych hostitelskych rostlin,

— rostlin rodu Brassica, u kterych prokazatelné existuje nebezpeci preZiti tohoto organismu,
— kultur, u kterych prokazatelné existuje nebezpedi rozsifovani tohoto organismu,

— v prvnim skliziovém obdobi brambor a rajcat, ndsledujicim po obdobi uvedeném v pfedchozi
odrdzce, a za podminky, Ze pole bylo nejméné dva hospodaiské roky po sobé pied osizenim shleddno
prostym plané rostoucich rostlin bramboru a rajcete i ostatnich hostitelskych rostlin véetné pleveli
z Celedi lilkovitych:

— v piipadé brambor péstovéni tfedné certifikované sadby brambor vylu¢né pro produkei konzum-
nich brambor a

— provedeni Gfednich priizkum, véetné testovéni, podle ¢l. 2 odst. 1,

— v skliziovém obdobi brambor a rajcat, ndsledujicim po skliziiovém obdobi uvedeném v piedchozi
odrézce a po piislusném rotaénim cyklu, v piipadé brambor vysadbu dfedné certifikované sadby pro
produkci sadbovych nebo konzumnich brambor, a v pfipadé brambor a rajcat provedeni tfednich
prizkuma podle ¢. 2 odst. 1; nebo

ii) v pribéhu péti hospodaiskych let ndsledujicich po prohldseni mista produkce za napadené:

— opatieni k odstranéni plané rostoucich rostlin bramboru a rajcete i ostatnich hostitelskych rostlin
organismu, v¢etné plevelt z Celedi lilkovitych, a

— v prvnich tfech letech bud ponechdni pole ladem nebo péstovani obilovin podle zjisténého rizika,
anebo jeho vyuziti jako stdlé pastviny s Castym nizkym secenim nebo intenzivni pastvou nebo pésto-
vani semennych porostil trav s ndslednym péstovanim nehostitelskych rostlin v dalsich dvou letech,
které prokazatelné nepiedstavuji Zddné nebezpedi preziti nebo rozsifovani organismu,

— v prvnim  skliziiovém obdobi brambor a rajcat ndsledujicim po obdobi uvedeném v pfedchozi
odrézce:

— v piipadé brambor péstovani tGfedné certifikované sadby brambor pro produkeci sadbovych nebo
konzumnich brambor

a provedeni tGiednich prizkumd, véetné testovani, podle ¢l. 2 odst. 1;

b) na ostatnich polich:
— v hospodéiském roce ndsledujicim po prohldseni mista produkce za napadené:

— zakaz péstovani hliz nebo rostlin bramboru ani jinych hostitelskych rostlin organismu a opatfeni
k odstranéni plané rostoucich rostlin bramboru a rajcete i ostatnich hostitelskych rostlin organismu,
véetné plevelt z ¢eledi lilkovitych, nebo

— v piipadé hliz bramboru vysadbu tfedné certifikované sadby brambor vyluéné k produkci konzum-
nich brambor, za ptedpokladu, Ze pfislusnym dfednim subjektiim bylo uspokojivé prokazino, Ze bylo
odstranéno nebezpedi spojené s plané rostoucimi rostlinami bramboru a rajéete i z jinych hostitel-
skych rostlin organismu, véetné plevelt z Celedi lilkovitych. Porost je v pfiméfenych Ihatdch kontro-
lovan a plan¢ rostouci rostliny bramboru jsou testovany na pfitomnost organismu; kromé toho jsou
kontrolovéany sklizené hlizy bramboru,
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— v prvnim hospodéiském roce ndsledujicim po hospodaiském roce uvedeném v pfedchozi odrazce:

— v piipadé brambor vylu¢né vysadbu tfedné certifikované sadby brambor pro produkei bud sadbovych
nebo konzumnich brambor,

— v prubéhu alespon druhého hospodaiského roku nésledujictho po hospodaiském roce uvedeném v prvni
odrdzce:

— v piipadé brambor vylucné vysadbu tGfedné certifikované sadby brambor nebo sadby brambor vy-
péstované pod tifednim dohledem z Gfedné certifikované sadby brambor k produkei sadbovych nebo
konzumnich brambor,

— v kazdém z hospodéiskych roka uvedenych v pfedchozich odrdzkich opatfeni k odstranéni plané
rostoucich rostlin bramboru a rajcete i ostatnich hostitelskych rostlin organismu, véetné pleveli z celedi
lilkovitych, a provedeni tfednich prizkumi podle ¢l. 2 odst. 1; pfi péstovani sadby brambor k produkci
sadbovych brambor musi byt provedeno vySeteni hliz;

¢) neprodlené po prohldseni pole za napadené podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii) a v kazdém z nésledujicich
hospodatskych rokt az do prvntho povoleného skliziového obdobi brambor nebo rajcat véetné podle
pismene a):

— ocisténi a pifpadné dezinfekci viech strojii a skladovacich zafizeni v misté produkee, které byly pouzity
pfi produkci brambor nebo rajcat, podle metod uvedenych v bodu 3,

— zavedeni Gfednich kontrol zavlazovacich a postiikovacich programt, véetné zdkazu téchto programi
jako prevence proti rozifovani organismu;

d) na jednotce s chranénou produkci plodin, prohldsené za napadenou podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii),
u niZ je moznd Gplnd vyména péstebniho substritu:

— zédkaz péstovani hliz nebo rostlin bramboru ani jinych hostitelskych rostlin, véetné rostlin a semen
rajete, ledaze doty¢nd jednotka byla podrobena dfedné kontrolovanym opatfenim k odstranéni orga-
nismu a veskerého hostitelského rostlinného materidlu véetné alespori tiplné vymény péstebniho substratu
a vycisténi, poptipadé vydezinfikovani vyse uvedené jednotky a veskerého vybaveni, a v nédvaznosti byla
schvdlena pro produkci brambor nebo rajcat piislusnymi tifednimi subjekty a

— v piipadé produkce brambor pouziti dfedné certifikované sadby brambor, minihliz nebo mikrorostlin
ziskanych z testovanych zdroj,

— zavedeni tfednich kontrol zavlazovacich a postiikovych programt, véetné zdkazu téchto programt jako
prevence proti rozsifovdn{ organismu.

4.2 Bez dotceni opatfeni uvedenych v bodu 4.1 ¢lenské stity ve vymezené zoné:

a) neprodlené po prohldseni o napadeni po dobu nejméné tif hospodaiskych let:
aa) v piipadech, kdy zéna byla vymezena podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iv):

— zajist{ dohled piislusnych dfednich subjektii nad zafizenimi, ve kterych se péstuji nebo skladuji bram-
borové hlizy ¢i rajcata nebo se s nimi manipuluje, jakoZ i nad prostorami, které smluvné poskytuji
stroje pouzivané k produkci brambor a rajcat,

— vyzaduji vycisténi a pifpadné dezinfekei strojii a skladt v téchto prostorach podle vhodnych metod
uvedenych v bodu 3,
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— vyzaduji, aby v této z6né byla pro viechny kultury brambor pouZzivina vyluéné certifikovand sadba
nebo sadba vypéstovand pod tfednim dohledem a aby sadbové brambory, které byly vypéstovany
v mistech produkce zatazenych jako pravdépodobné napadend podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iii),
byly po sklizni vy3etieny,

— vyzaduji oddélené naklddani se sklizenymi sadbovymi bramborami a s konzumnimi bramborami ve
vSech podnicich v rdmci této zony,

— provadi ufedni prazkumy podle ¢l. 2 odst. 1;

ab) v ptipadech, kdy povrchové voda je prohldsena za kontaminovanou podle ¢l. 5 odst. 1 pism. c) bodu ii)
nebo je povazovdna za jeden ze zdrojii mozného rozsifovani organismu podle piflohy V bodu 2:
— provadi ve vhodnych terminech kazdorocni Setfeni, véetné odbéru vzorkdi povrchové vody a piipad-
nych hostitelskych rostlin z ¢eledi lilkovitych v doty¢nych vodnich zdrojich, a testovani:
— uvedeného rostlinného materidlu podle p¥islusné metody popsané v pfiloze II, nebo
— v ostatnich pifpadech podle jiné Gfedné schvélené metody;

— zavedou tfedni kontroly zavlazovacich a postiikovych programi, véetné zdkazu pouzivani vody
prohldené za kontaminovanou k zavlazovdni a postiiku uvedeného rostlinného materidlu a pfi-
padné jinych hostitelskych rostlin, aby zabrdnily rozsifovani organismu. Tento zdkaz muZe byt na
zakladé vysledkd uvedeného kazdorocniho Setfeni pfezkoumadn,

— pii kontaminaci odpadnich vod zavedou dfedni kontroly likvidace odpadii z pramyslovych zafizeni
pro zpracovani nebo z baliren, které nakladaji s uvedenym rostlinnym materidlem;

b) vypracuji v pifpadé potieby program k obnové veskerych porosti sadbovych brambor na pfiméfené casové
obdobi.
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PRILOHA VI

Uredné schvilend zafizeni k odstranovéni odpadti uvedend v piiloze VI bodu 1 ¢tvrté odrdzce musi spliiovat nize

uvedené podminky, aby se vyloucilo nebezpeci rozsifovani organismu:

i) odpad ze zpracovani brambor a rajcat (véetné bramborovych slupek, odpadnich brambor a rajcat), jakoz i jiny tuhy
odpad z brambor a rajcat, se likviduji takto:

— hlubokym zakopanim na sklddkach, odkud nehrozi nebezpeci prosdknuti na zemédélské pidy nebo kontaktu
s povrchovou vodou, kterd by mohla byt pouzita k zavlazovani zemédélskych ptd. Odpad je dopraven piimo na
sklddku za takovych podminek izolace, aby nehrozilo zddné nebezpedi ztrity odpadi, nebo

— spélenim;
ii) odpadni vody: pred dalsim pouzitim se odpadni vody, které obsahuji suspendované pevné ltky, za icelem odstranéni

téchto latek prefiltruji nebo odkali v usazovacich nddrzich. Tyto pevné latky se likviduji podle bodu i).

Nésledné se odpadni vody:

— pied dalsim pouzitim zahfeji na teplotu nejméné 70 °C po dobu alespont 30 minut, nebo

— odetf{ jinym tGfedné povolenym a kontrolovanym zptsobem, pfi kterém nehrozi nebezpeci, ze by odpad prisel
do styku se zemédélskymi pudami nebo vodnimi zdroji, které by mohly byt pouzity k zavlazovani zemédélskych
ptd. Podrobnosti tohoto zptsobu se oznamuji ostatnim ¢lenskym stdtim a Komisi.





