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[
(Akty, jejichZ zvefejnéni je povinné)
SMERNICE KOMISE 2006/56/ES
ze dne 12. &ervna 2006,
kterou se méni pfilohy smérnice Rady 93/85/EHS o ochrané proti bakteridlni krouzkovitosti
bramboru
KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI, (6)  Pokud jde o postupy zjistovani a identifikace, jsou zapra-

s ohledem na Smlouvu o zalozZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 93/85/EHS ze dne 4. fijna 1993 ()
o ochrané proti bakteridln{ krouzkovitosti bramboru, a zejména
¢lanek 12 uvedené smérnice,

vzhledem k témto ddvodim:

(1)  Jednim z vyznamnych organismt $kodlivych pro bram-
bory je Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. subsp.
sepedonicus  (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al.,
ptvodce bakteridlni krouzkovitosti bramboru (dile jen
,organismus®).

(2)  Organismus se stdle vyskytuje v nékterych castech
Spolecenstvi.

(3)  Smérnice 93/85/EHS stanovila podrobnd opatfeni, kterd
maji byt pfijata v ¢lenskych stdtech na ochranu proti orga-
nismu, aby se zjistilo misto vyskytu a stanovil rozsah roz-
$ifeni, pfedeslo se jeho vyskytu a rozsifeni a pfi zjisténi
vyskytu se zabrdnilo jeho rozsifeni a provadéla se
ochrannd opatfeni za tcelem jeho eradikace.

(4 0Od té doby doslo k vyznamnému pokroku v poznatcich
o biologii a postupech zjistovani a identifikace organismu
a kromé toho praktické zkusenosti ziskané pfi ochrané
proti organismu vyzaduji pfezkoumdni nékolika technic-
kych ustanoveni tykajicich se ochrannych opatfeni.

(5)  V dusledku tohoto vyvoje se jevi jako nezbytné prezkou-
mat a aktualizovat opatfeni obsazend v piflohdch smér-
nice 93/85EHS.

(1) Uf. vést. L 259, 18.10.1993, s. 2.

covdny jak v posledni dobé vyvinuté postupy, jako je fluo-
rescenéni hybridizace (FISH) a polymerdzova fetézova
reakce (PCR), tak i zlepSeni rtiznych technickych prvka
soucasnych postupti zjistovani a identifikace.

(7 Pokud jde o technické prvky ochrannych opatieni, jsou
pro né vypracovany zlepSené predpisy pro: zptsob ucho-
vani testovanych vzorkd, aby bylo zajisténo vysledovani
organismu, prvky potiebné pro stanoveni rozsahu pravdé-
podobného zamoteni, podrobnosti oznamovani jakékoli
potvrzené pfitomnosti organismu a piislusné zamotené
oblasti, opatfeni, kterd maji byt provedena v mistech pro-
dukce, ktera byla prohldsena za zamofend, a ve vyme-
zenych zéndch.

(8)  Opatieni stanovend touto smérnici jsou v souladu se sta-
noviskem Stalého rostlinolékatského vyboru,

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1

Prilohy smérnice 93/85/EHS se nahrazuji odpovidajicimi texty
v pifloze této smérnice.

Cldnek 2

1. Clenské stity piijmou a zvefejni nejpozdéji do 31. biezna
2007 pravni a spravni pfedpisy nezbytné pro dosazeni souladu
s touto smérnici. Neprodlené sdéli Komisi znéni téchto ptedpisti
a srovnavaci tabulku mezi témito pfedpisy a touto smérnici.

Tyto predpisy pouziji od 1. dubna 2007.

Tyto predpisy ptijaté clenskymi staty musi obsahovat odkaz na
tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz u¢inén pfi jejich tfed-
nim vyhldSeni. Zptsob odkazu si stanovi ¢lenské staty.
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2. Clenské staty neprodlené sdéli Komisi znéni hlavnich usta-
noveni vnitrostatnich pravnich predpisti, které pifijmou v oblasti
plisobnosti této smérnice.

Cldnek 3

Tato smérnice vstupuje v platnost tietim dnem po vyhldseni
v Utednim véstniku Evropské unie.

Cldnek 4

Tato smérnice je ur¢ena ¢lenskym stattm.

V Bruselu dne 12. ¢ervna 2006.

Za Komisi
Markos KYPRIANOU
clen Komise
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PRILOHA I

SCHEMA TESTU PRO DIAGNOZU, ZJISTENI A IDENTIFIKACI BAKTERIALNI KROUZKOVITOSTI
BRAMBORU, CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. subsp. SEPEDONICUS
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al.

OBLAST PUSOBNOSTI SCHEMATU TESTU
Predlozené schéma popisuje riizné postupy, které jsou soucdsti:
i) diagnézy krouzkovitosti v hlizich bramboru a rostlinich bramboru;
ii)  zjisténi Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ve vzorcich hliz bramboru a rostlin bramboru;

i) identifikace Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus).

OBECNE ZASADY

Optimalizované protokoly pro rtizné metody, validovand ¢inidla a podrobnosti pro p¥ipravu testovanych a kontrolnich
materidlt jsou uvedeny v dodatcich. Seznam laboratofi, které se podilely na optimalizaci a validaci protokold, je v dodatku 1.

Protoze protokoly obsahuji zjisténi karanténniho organismu a budou zahrnovat pouziti Zivotaschopnych kultur C. m.
subsp. sepedonicus jako kontrolnich materidlti, bude nutné provadét postupy za vhodnych karanténnich podminek
s odpovidajicim zafizenim na odstranovani odpadu a za podminek piislusnych povoleni vydanych tGfednimi organy pro
karanténu rostlin.

Testovaci parametry musi zajistit stdlé a reprodukovatelné zjisténi trovni C. m. subsp. sepedonicus jako stanovené prahy
vybranych metod.

Zcela nezbytnd je piesnd piiprava pozitivnich kontrol.

Testovani podle pozadovanych prahti také zahrnuje spravné nastaveni, tdrzbu a kalibraci zafizeni, peclivé zachdzeni
s ¢inidly a jejich uchovdvéni a v§echna opatfeni pro zamezeni kontaminace mezi vzorky, napf. oddéleni pozitivnich kon-
trol od testovanych vzorkd. Musi byt uplatnéno standardni fizeni kvality, aby se zabranilo administrativnim a jinym
chybdm, zvldsté pii oznacovani a v dokumentaci.

Podezfeni z vyskytu, jak je uvedeno v ¢l. 4 odst. 2 smérnice 93/85/EHS, naznacuje pozitivni vysledek z diagnostickych
nebo screeningovych test provedenych na vzorku, jak je zndzornéno v niZe uvedenych postupovych diagramech.

Pokud je prvni screeningovy test (IF nebo PCR/FISH) pozitivni, existuje podezieni na infekci Cms a musi byt proveden
druhy screeningovy test. Pokud je i druhy screeningovy test pozitivni, pak je podezieni potvrzeno (podezieni z vyskytu)
a musi se pokracovat v testovani podle daného schématu. Pokud je druhy screeningovy test negativni, pak vzorek nenf
povazovan za infikovany Cms.

Z toho divodu je pozitivni IF test podle ¢l. 4 odst. 2 definovén jako pozitivni vysledek IF testu potvrzeny druhym scree-
ningovym testem (PCR/FISH).

Potvrzend pfitomnost podle ¢l. 5 odst. 1 smérnice 93/85/EHS vyzaduje izolaci a identifikaci ¢isté kultury C. m. subsp.
sepedonicus s potvrzenim patogenity.

1. PREZENTACE POSTUPOVEHO DIAGRAMU

1.1 Detekéni schéma pro diagnézu bakteridlni krouzkovitosti v hlizich bramboru a v rostlinich bramboru
vykazujicich pfiznaky bakteridlni krouzkovitosti

Postup testovani je ur¢en pro hlizy a rostliny bramboru s podezienim z vyskytu nebo typickymi piiznaky krouz-
kovitosti. Zahrnuje rychly screeningovy test, izolaci patogenu z infikovaného vodivého pletiva na diagnostickém
médiu a v piipadé pozitivniho vysledku identifikaci kultury C. m. subsp. sepedonicus.
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Hliza/hlizy nebo rostlina/rostliny bramboru s pfiznaky
podezielymi z vyskytu bakterialni krouzkovitosti (')

<>—[ RYCHLE DIAGNOSTICKE TESTY (3 )

( IZOLACE VODIVEHO PLETIVA (3) )

( Kolonie s typickou morfologii (*) )

C. m. subsp. sepedonicus nebyl zjistén
< NE (%) vzorek neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

ANO
[ Ziskani Cisté kultury )
( IDENTIFIKACNI TESTY (6) )—<>—( TEST PATOGENITY (7) ]

Oba testy potvrzuji Cistou kulturu C. m. subsp.
sepedonicus

‘ Vzorek neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

Vzorek je infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

) Popis pfiznakl naleznete v oddile 2.

(3  Vhodné testy jsou:
— IF test (oddil 4),
— PCR test (oddil 6),
— FISH test (oddil 5).

® Ackoli izolace patogenu z rostlinného materialu s typickymi pfiznaky roztiranim suspenzi na média neni komplikovana, kultivace
v pokrodilych stadiich infekce se nemusi podafit. Saprofytické bakterie, které rostou na infikovaném pletivu, mohou prerlst nebo
potlacovat patogena na izolaénim médiu. Proto se doporucuje pouzivat neselektivni i selektivni média, nejlépe MTNA (oddil 8) nebo
biotest (oddil 7).

Popis typické morfologie kolonie naleznete v oddile 8.

Pokud je izolaéni zkouska negativni, ale pfiznaky choroby jsou typické, musi byt izolace provedena znovu.
Spolehlivé identifikace Cisté kultury C. m. subsp. sepedonicus se dosahne za pouziti testl uvedenych v oddilu 9.
Zkou$ka patogenity je popsana v oddile 10.
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1.2 Schéma pro zjisténi a identifikaci Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ve vzorcich
bezpfiznakovych hliz bramboru

Princip

Postup testovani je urcen ke zjisténi latentnich infekci v hlizdch bramboru. Pozitivni vysledek z nejméné dvou
screeningovych testd, z nichZ kazdy je zalozen na jiném biologickém principu, musi byt doplnén izolaci pato-
genu, a ndsledné, v piipadé izolace typickych kolonif, potvrzenim, Ze Cistd kultura je C. m. subsp. sepedonicus.
Pozitivni vysledek pouze jednoho screeningového testu neni dostacujici k tomu, aby byl vzorek povazovan za
podeziely.

Screeningové testy a izolaén{ testy musi umoznit detekén{ prah 10% az 10* bunék/ml resuspendované pelety zahr-
nuty jako pozitivni kontroly v kazdé sérii test.
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( Vzorek hliz bramboru (') )

I
( Extrakce a koncentrace patogenu (?) )

SCREENINGOVE TESTY VODIVEHO PLETIVA (%)
IF test (4)/PCR test (5)/FISH test (°)

( Prvni vy$etifovaci test (°) )

C. m. subsp. sepedonicus nebyl zjistén
vzorek neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

C. m. subsp. sepedonicus nebyl zjistén
vzorek neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

( Selektivni izolace (7) a biotest (%)

[ Kolonie s typickou morfologii (°)

—/

—/

C. m. subsp. sepedonicus nebyl zjistén
vzorek neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

( Ziskani ¢isté kultury )

( IDENTIFIKAGNI TESTY (") )—%>—( TEST PATOGENITY (2) ]

Oba testy potvrzuji Cistou kulturu
C. m. subsp. sepedonicus

‘ Vzorek neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

Vzorek je infikovan
C. m. subsp. sepedonicus




4.7.2006 Utedni véstnik Evropské unie L 182(7

" Standardni velikost vzorku je 200 hliz, ackoli postup Ize pouzit i na mensi pocet, jestlize 200 hliz neni k dispozici.

® Metody extrakce a koncentrace patogenu jsou popsany v oddilu 3.1.

(®  Pokud jsou alespon dva testy zaloZené na rliznych biologickych principech pozitivni, musi byt provedena izolace a potvrzeni. Provedte
nejméné jeden screeningovy test. Pokud je tento test negativni, je vzorek povazovan za negativni. V pfipadé, Ze je tento test pozitivni,
principech. Pokud je druhy nebo dalSi test negativni, je vzorek povazovan za negativni. DalSi testy nejsou nutné.

(*)  Testimunofluorescence (IF).

Pro vySetfeni IF vzdy pouzivejte polyklonalni protilatku, dal$i monoklonalni protilatky mohou umoznit vétsi presnost (viz oddil 4).

(®) PCRtest.

Pouzivejte vhodna validovana PCR ¢inidla a protokoly (viz oddil 6).
(®)  Fish test.
Pouzivejte validovana ¢inidla a protokoly (viz oddil 5).

(")  Selektivni izolace.

Toto muZe byt v mnoha pfipadech vhodna metoda pro pfimou izolaci C. m. subsp. sepedonicus za pouziti MTNA média nebo NCP-88
média a fedéni resuspendované pelety 1/100. Typické kolonie Ize ziskat b&éhem 3-10 dni po rozetfeni na médium. Kulturu patogena Ize
nasledné vycistit a identifikovat. Pro UpIné vyuziti potencialu test vyZzaduje opatrnou pfipravu pletiva z pupkové ¢asti, aby se omezily
sekundarni bakterie souvisejici s hlizou bramboru, které jsou konkurenci C. m. subsp. sepedonicus na médiu a které mohou patogena
prerlst. Pokud se kultivaéni metoda takto nepodafi, musi byt izolace provedena z rostlin pouzitych pro biotest (viz oddil 8).

(®)  Biotest se pouziva k izolaci C. m. subsp. sepedonicus z pelet z bramborovych extraktli pomoci selektivniho obohaceni v rostlinach lilku
vejcoplodého (Solanum melongena). Test vyzaduje optimalni inkubac¢ni podminky stanovené pro tuto metodu. Bakterialni inhibitory
C. m. subsp. sepedonicus na MTNA nebo NCP-88 médiu pravdépodobné tento test naruSovat nebudou (viz oddil 7).

(®)  Typicka morfologie kolonie je popséana v oddilu 8.

(") Kultivace nebo biotesty mohou selhat z diivod( konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Pokud jsou vysledky screeningovych
testll pozitivni, ale izolaéni testy jsou negativni, opakuijte izola¢ni testy ze stejné pelety nebo dodate¢nym odebranim vodivého pletiva
z blizkosti pupkového konce hliz stejného vzorku a v pfipadé potfeby provedte test dalSich vzork(.

(") Spolehlivé identifikace Gistych kultur podezielych na C. m. subsp. sepedonicus se dosahne pouZzitim testli popsanych v oddilu 9.

("?)  Test patogenity je popsan v oddilu 10.
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1.3 Schéma pro zjisténi a identifikaci Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ve vzorcich bezpiiznako-
vych rostlin bramboru

[ Vzorek Gasti stonku (') )
( Extrakce a koncentrace patogenu (%) )
SCREENINGOVE TESTY VODIVEHO PLETIVA (3)
selektivni izolace (*)/IF test (°)/PCR test (5)/FISH test (")
nepovinny pomocny test: biotest (¢

Kolonie s typlc_kou morfologu *) V&echny provedené )
po izolaci

C. m. subsp. sepedonicus nebyl zji§tén
< NE (%) Vzorek neni infikovan

C. m. subsp. sepedonicus

( Ziskani Cisté kultury )
( IDENTIFIKACNI TESTY (') )—<>—( TEST PATOGENITY (™) )

Oba testy potvrzuji Cistou kulturu
C. m. subsp. sepedonicus

Vzorek neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

Vzorek je infikovan
C. m. subsp. sepedonicus
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) Doporucéené velikosti vzorkl — viz oddil 3.2.
Q) Metody extrakce a koncentrace patogenu jsou popsany v oddilu 3.2.

® Pokud jsou alespori dva testy zaloZzené na riznych biologickych principech pozitivni, musi byt provedena izolace a potvrzeni.
Provedte nejméné jeden screeningovy test. Pokud je tento test negativni, je vzorek povazovan za negativni. V pfipadé, Ze je tento
test pozitivni, je pro ovéreni prvniho pozitivniho vysledku nezbytné provedeni druhého nebo vice screeningovych testll zaloZzenych na
ruznych biologickych principech. Pokud je druhy nebo dalsi test negativni, je vzorek povazovan za negativni. Dalsi testy nejsou nutné.

(*)  Selektivni izola¢ni test a typicka morfologie kolonie jsou popsany v oddilu 8.
®) IF test je popsan v oddilu 4.
®) PCR testy jsou popsany v oddilu 6.
()  FISH test je popsan v oddilu 5.
(°)  Biotest je popsan v oddilu 7.
(°)  Kultivace nebo biotest mohou selhat z divodu konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Pokud jsou vysledky scrreningovych
testl pozitivni, ale izola¢ni testy jsou negativni, opakujte izola¢ni testy a v pfipadé potfeby provedte test dalSich vzorkd.
)  Spolehlivé identifikace Cistych kultur, u kterych je podezieni, Ze se jedna o C. m. subsp. sepedonicus, se dosahne pomoci testl
(")  Test patogenity je popsan v oddilu 10.
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2.1

2.2

3.1

VIZUALNI VYSETRENI NA PRITOMNOST PRIZNAKU KROUZKOVITOSTI

Rostliny bramboru

V evropskych klimatickych podminkdch se pfiznaky na poli zjisti jen ziidkakdy a Casto pak az na konci sezény.
Kromé toho jsou piiznaky skryté nebo se zaméni s pfiznaky jinych chorob, stdif nebo mechanickych poskozeni.
Proto mohou byt piiznaky pii kontrole na poli snadno ptehlédnuty. Piiznaky vadnuti jsou velmi odlisné od pii-
znakd hnédé hniloby; vadnuti je obvykle pomalé a zpoc¢dtku omezené na okraje listt. Mladé infikované listy asto
i pfes infekci naddle rostou, i kdyz riist v infikovanych mistech je omezeny. Tim vznikaji neobvykle tvarované
listy. Listy postizené ucpanim vodivych pletiv na spodni ¢4sti stonku casto maji chlorotické, Zluté az oranzové
mezizeberni partie. Infikované déloznf listky, listy a dokonce stonky mohou eventudlné odumiit. Casto jsou listy
a hlizy pouze mensi. PiileZitostné jsou rostliny zakrnélé. Barevné snimky fady pfiznakd naleznete na internetové
strance http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

Hlizy bramboru

Nejrangjsimi piiznaky jsou slabd sklovitost nebo prisvitnost pletiva bez méknuti v okoli cévniho systému, zejména
blizko pupku. Prstenec svazkd cévnich na pupkovém konci hlizy maze mit nepatrné tmavsi zbarveni nez obvykle.
Prvnim dobfe identifikovanym pfiznakem je Zlutavé zabarveni prstence cévnich svazka a stav, kdy pfi jemném
zmacknuti hlizy vystupuji z cév sloupky syrové hmoty. Tento exsuddt obsahuje miliony bakterii. Vodiva pletiva
mohou zhnédnout a piiznaky na hlizach jsou v tomto stddiu podobné pfiznakim hnédé hniloby zptsobené
Ralstonia solanacearum. Zpocatku mohou byt tyto pfiznaky omezeny na jednu &dst prstence, nemusi se vyskytovat
jen blizko pupkové ¢dsti a mohou se postupné sifit na cely prstenec. S postupem infekce dochdzi k destrukei
vodivych pletiv: vnéjsi korova ¢dst se mize oddélit od vnitini korové ¢asti. V pokrocilych stadiich infekce se obje-
vuji na povrchu hlizy praskliny, Casto s ervenohnédymi okraji. V posledni dobé se v Evropé objevilo nékolik
piipadd, kdy stfedni kira hnije s prstencem svazka cévnich, ¢imz dochazi k druhotnému poskozeni s vznikem
vnitinich dutin a nekrézy. Druhotnd houbové nebo bakteridlni infekce muZze piiznaky maskovat a muze byt
obtizné, ne-li nemozné, rozliit pokrocilé piiznaky krouzkovitosti od jinych hnilob bramboru. Mozné jsou i aty-
pické priznaky. Barevné snimky fady pfiznakd naleznete na internetové strdnce http://forum.europa.eu.int/
Public/irc/sanco/Home/main.

PRIPRAVA VZORKU

Hlizy bramboru

Pozndmka:

—  Standardni velikost vzorku je 200 hliz na 1 test. Intenzivnéjsi vzorkovéani vyzaduje vice testl na vzorcich této velikosti.
vzorky s méné nez 200 hlizami, pokud je k dispozici mensi mnozstvi hliz.

—  Validace vSech niZe uvedenych zjistovacich metod je zalozend na testovani vzorki o velikosti 200 hliz.

—  Nize popsany bramborovy extrakt lze pouzit také pro zjisténi ptivodce hnédé hniloby, Ralstonia solanacearum.

Nepovinné osetfeni pted piipravou vzorku:

Omyjte hlizy. Pouzijte vhodné dezinfekéni prostiedky (s obsahem chléru, jestlize md byt proveden PCR test, pro
odstranéni mozné patogenni DNA) a myci prostiedky mezi kazdym vzorkem. Nechte hlizy oschnout na vzduchu.
Tento postup myti je obzvldst uzite¢ny (neni vsak vyzadovan) pro vzorky v piipadé, Ze je ve vzorku piili§ zeminy
a jestlize se md provadét PCR test nebo piimd izolace.

Pomoci ¢istého a dezinfikovaného skalpelu nebo noze na zeleninu odstrante slupku na pupkovém konci kazdé
hlizy. Opatrné vyiiznéte malé vykrojky vodivého pletiva z pupkové ¢asti a mnoZstvi pletiva nezahrnujici cévni
svazky omezte na minimum (viz internetovou stranku http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Pozndmka:

Vsechny hlizy s podezfelymi pfiznaky bakteridlni krouzkovitosti dejte stranou a testujte oddélené.
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3.1.2

3.2

3.2.1

Pokud jsou pii vyfiznuti vykrojku z pupkového konce zjistény ptiznaky podezieni z krouzkovitosti, mélo by se
provést vizudlni vySetfeni této hlizy po nafiznuti hlizy na pupkovém konci. VSechny nafiznuté hlizy s podezfe-
lymi ptiznaky by mély korkovatét po dobu 2 dnti pii pokojové teploté a mély by byt uchovavany v karanténé (pfi
v 4-10 °C) az do ukonceni v3ech testd. Vechny hlizy ve vzorku (vcetné hliz s podezielymi pfiznaky) by mély byt
uchovény podle pfilohy IL.

Shromazdéte vykrojky z pupkové ¢dsti do nepouzitych nddob na jedno pouziti, které jsou uzaviratelné a/nebo
utésnitelné (v piipadé, Ze jsou nddoby znovu pouZziviny, musi byt dtikladné vycistény a dezinfikovany prostiedky
s obsahem chléru). Nejlépe je zpracovat vykrojky z pupkového konce okamzité, pokud to neni mozné, uchovévejte
je v nddobé bez piidni pufru, v chladu po dobu maximédlné 72 hodin nebo pii pokojové teploté maximdlné
24 hodin. Schnut{ a suberizace vykrojki a rist saprofytii v priibéhu skladovéni mtze branit zji§téni pfitomnosti
bakterie zptsobujici krouzkovitost.

Zpracujte vykrojky z pupkového konce jednim z ndsledujicich postupti:

a)  budto zalijte vykrojky dostate¢nym mnozstvim (pfiblizné¢ 40 ml) extrakéniho pufru (dodatek 3) a trepejte
v rota¢ni tfepacce (50-100 ot/min) po dobu 4 hodin pii teploté niz§i nez 24 °C nebo po dobu 16-24 hodin
chlazené,

nebo

b) homogenizujte vykrojky s dostate¢nym mnozstvim (pfiblizné 40 ml) extrakéniho pufru (dodatek 3), bud
v mixéru (napf. Waring nebo Ultra Thurax) nebo rozdrcenim v utésnéném jednordzovém maceraénim sacku
(napf. silny polyethylenovy sacek Stomacher nebo Bioreba, 150 mm x 250 mm; sterilovany zafenim) za pou-
zitf gumového tloucku nebo vhodného mleciho zafizeni (napf. Homex).

Pozndmka:

Pfi homogenizaci vzorkd za pouziti mixéru existuje vysoké nebezpedi kifzové kontaminace vzorkd. Ucinte bezpecnostni opatieni
pro zamezeni vzniku aerosolu nebo rozliti béhem extrakce. Zajistéte, aby pro kazdy vzorek bylo pouzito Cerstvé sterilizované
ostif (noze) a nadoby. Pokud md byt pouzit PCR test, zamezte pfenosu DNA na nidoby nebo mleci zafizeni. Pokud md byt pouzit
PCR test, doporucuje se drceni v sdccich na jedno pouziti a pouziti zkumavky na jedno pouziti.

Dekantujte supernatant. Pokud je nadmérné zakaleny, procistéte jej bud pomalym odstfedénim (pfi maximdlné
180 g po dobu 10 minut pfi teploté mezi 4-10 °C) nebo vakuovou filtraci (40-100 pm), filtr omyjte p¥idavkem
(10 ml) extrakéniho pufru (dodatek 3).

Zahustéte bakteridlni frakci odstfedovanim p#i 7 000 g po dobu 15 minut (nebo 10 000 g po dobu 10 minut) pfi
teploté mezi 4-10 °C a odstranite supernatant, aniz by se rozvifila peleta.

Resuspendujte peletu v 1,5 ml peletového pufru (dodatek 3). Pouzijte 500 pl pro test na C. m. subsp. sepedonicus,
500 pl pro Ralstonia solanacearum a 500 pl pro referen¢ni tcely. Pfidejte sterilni glycerol na kone¢nou koncentraci
10-25 % (v[v) k 500 pl referenéni pomérné ¢asti a ke zbyvajici ¢dsti vzorku, promichejte vitenim a ulozte pfi
teploté — 16 aZ — 24 °C (tydny) nebo pii teploté - 68 aZz — 86 ° C (mésice). Extrakty uchovévejte béhem testovani
pii teploté 4-10 °C.

Opakované zmrazeni a rozmrazeni se nedoporucuje.
Pokud je nutny transport extraktu, zajistéte prepravu v chladicim boxu do 24 az 48 hodin.

Je nezbytné nutné, aby se se vSemi pozitivnimi kontrolami a vzorky C. m. subsp. sepedonicus zachdzelo oddéleng,
aby se piedeslo kontaminaci. To plati i pro sklicka na IF testy a viechny testy.

Rostliny bramboru

Pozndmka:

Pro zjisténi latentnich populaci C. m. subsp. sepedonicus se doporucuje kontrola kombinovanych vzorkd. Postup je vhodny pro
kombinované vzorky az 200 &asti stonkd. (Pokud se provadi podrobné prizkumy, mély by byt zalozeny na statisticky reprezen-
tativnim vzorku rostlinné populace, kterd je pfedmétem vysetfovani.)

Pomoci ¢istého dezinfikovaného noZze nebo zahradnickych nizek odstrante ¢ast o velikosti 1-2 cm ze spodni
strany kazdého stonku piimo nad povrchem zemé.



L 182/12 Utedni véstnik Evropské unie 4.7.2006

Césti stonkii kratce dezinfikujte etanolem 70 % a okamZité osuste savym papirem.

Shromazdujte ¢asti stonkd v uzavieni sterilni nddobé podle nésledujicich postupt vzorkovani:

3.2.2  Zpracujte ¢sti stonkd jednim z ndsledujicich postupt:

a)  budto zalijte ¢asti dostate¢nym mnoZstvim (ptiblizné 40 ml) extrakéniho pufru (dodatek 3) a tfepejte v rotacni
tiepacce (50-100 ot/min) po dobu 4 hodin pii teploté nizsi nez 24 °C nebo po dobu 16-24 hodin chlazené,

anebo

b) okamzité zpracujte rozdrcenim &dsti v pevném maceracnim sacku (napf. Stomacher nebo Bioreba) s pfimé-
fenym mnozstvim extrakéniho pufru (dodatek 3) za pouziti gumového tloucku nebo vhodného mleciho zaii-
zeni (napf. Homex). Pokud to neni mozné, skladujte ¢dsti stonk(l v chladu maximdlné 72 hodin nebo
maximélné 24 hodin pfi pokojové teploté.

3.2.3  Po usazeni, které md trvat 15 minut, dekantujte supernatant.

3.2.4 Dalsi purifikace extraktu nebo koncentrace bakteridlni frakce obvykle neni nutnd, ale lze ji dosdhnout filtraci
a/nebo odstiedénim podle popisu v oddilu 3.1.4-3.1.6.

3.2.5 Rozdélte ¢isty nebo koncentrovany vzorkovy extrakt na 2 stejné ¢asti. Jednu polovinu udrzujte béhem testovani
pii teploté 4-10 °C a druhou polovinu skladujte s 10-25 % (v[v) sterilniho glycerolu pii teploté — 16 az — 24 °C
(tydny) nebo pii teploté — 68 az — 86 °C (mésice), pokud je nutné dal3i testovani.

4. IF TEST

Princip

Doporucuje se pouzit IF test jako hlavni screeningovy test, protoze byla prokdzana jeho schopnost doséhnout
pozadovanych praht.

Pouzije-li se jako hlavni vy3etfovaci test IF test a jeho vysledek je pozitivni, musi byt jako druhy vy3etfovaci test
proveden test PCR nebo FISH. JestliZe se test IF pouzije jako druhy screeningovy test a jeho vysledek je pozitivni,
je pro dokonceni analyzy nutné dalsi testovani podle postupového diagramu.

Pozndmka:

Pokud je IF test pouzivan jako hlavni vySetfovaci test, pouzivejte vzdy polyklonalni protilatku. V pfipadé pozitivniho vysledku IF

Pouzivejte protilatky proti referenénimu kmeni C. m. subsp. sepedonicus. Doporucuje se urcovat titr pro kazdou novou fadu proti-
latek. Titr je stanoven jako nejvyssf fedéni, pfi kterém dochdzi k optimalni reakci pfi testovani suspenze obsahujici 10° az 10°
bunék na 1 ml homologického kmene C. m. subsp. sepedonicus a pfi pouziti vhodného konjugdtu fluorescenéniho isothiokyana-
tanu (FITC) podle doporuceni vyrobce. Nezpracované polyklondlni nebo monoklondlni protilitky by mély mit IF titr alespon
1:2000. Béhem testu by se mély protilitky pouzivat v pracovnim fedéni (WD) v blizkosti titru nebo na titru. Pouzivejte valido-
vané protildtky (viz internetovou stranku http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Test by mél byt provadén na Cerstvé piipravenych vzorkovych extraktech. V pfipadé potieby muiize byt dspésné proveden na
extraktech skladovanych pii — 68 az — 86 °C v glycerolu. Glycerol Ize ze vzorku odstranit pfidinim 1 ml peletového pufru (doda-
tek 4), opétovnym odstiedénim po dobu 15 minut p¥i 7 000 g a resuspenzi ve stejném mnoZstvi peletového pufru. To Casto nen{
nutné, zejména pokud jsou sklicka se vzorky fixovana plamenem (viz 2.2).

Pripravte oddélené pozitivni kontrolni sklicka s homologickym kmenem nebo s jinym srovnavacim kmenem C. m.
subsp. sepedonicus, suspendovaném ve vyluhu z brambor podle dodatku 2, a nepovinné v pufru.

Pletivo infikované pfirozenou cestou (uchovédvané lyofilizaci nebo zmrazenim pfi teploté — 16 az — 24 °C) by se
mélo podle moznosti pouzit jako paralelni kontrola na stejném podloznim sklicku.
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4.1

4.2

4.3

Jako negativni kontroly pouzijte alikvotni ¢dsti vzorkovych extraktd, které byly pfedtim testovany s negativnim
vysledkem.

Pouzivejte mikroskopickd sklicka s vice okénky, nejlépe s 10 okénky o priméru nejméné 6 mm.

Provedte test kontrolniho materidlu stejnym zpiisobem jako test vzorku (vzorkd).

Pripravte sklicka na test jednim z ndsledujicich postupii:

i) Pro pelety s relativné nizkym mnozstvim skrobového sedimentu:

Napipetujte méfené standardni mnozstvi (pro okénka o priméru 6 mm je vhodné 15 pl — pro vétsi okénka
objem zvyste) roztoku resuspendované bramborové pelety 1/100 do prvniho okénka. Ndsledné napipetujte
stejné mnoZstvi nezfedéné pelety (1/1) do zbyvajicich okének v fadé. Druhou fadu lze pouzit jako duplikét
nebo pro druhy vzorek podle obrizku 1.

ii)  Pro jiné pelety:

Pripravte desetinnd fedéni (1/10 a 1/100) resuspendované pelety v peletovém pufru. Napipetujte méfené stan-
dardni mnozstvi (pro okénka o priméru 6 mm je vhodné 15 pl — pro vétsi okénka objem zvyste) resuspen-
dované pelety 1/100 a kazdého roztoku do fady okének. Druhou fadu lze pouzit jako duplikdt nebo pro
druhy vzorek podle obrazku 2.

Vysuste kapky pii pokojové teploté nebo zahfdtim na teplotu 40 az 45 °C. Fixujte bakteridlni bunky na sklicko
bud zahfdtim (15 minut pii teplot¢ 60 °C) nad plamenem pomoci 95 % etanolu nebo podle zvldstnich pokyni
dodavateld protiltek.

V piipadé potieby lze potom fixovand sklicka pfed dalsim pouZitim skladovat zmrazend v suchém boxu po co
moznd nejkratsi dobu (maximélné 3 mésice).

Postup IF testu:

i) Podle piipravy sklicka na test v oddilu 4.1 pism. i):

Pripravte sadu dvojndsobnych roztoki protilatky v IF pufru. V prvni jamce by mél byt titr 1/2 (T/2), v ostat-
nich titr 1/4 (T[4), titr 1/2 (T/2), titr (T) a dvojndsobny titr (2T).

ii)  Podle piipravy sklicka na test v oddilu 4.1 pism. ii):

Pripravte pracovni fedéni (WD) protildtky v IF pufru. Pracovni fedéni ovliviiuje pfesnost.

Obrdzek 1. Piiprava sklicka na test podle oddilu 4.1 pism. i) a oddilu 4.3 pism. i)

Redén{ resuspendované pelety
1/100 1/1 11 11 11 O Redéni resuspendované
pelety

(T = titr) T/2 T/4 T/2 T 2T [0 Dvojndsobné fedéni
antiséra/protilatky

Vzorek 1

0000
Duplikét vzorku 1 nebo
vzorek 2 .6 .7 .8 .9 .10
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4.4

4.4.1

4.4.2

4.4.3

Obrézek 2. Piiprava sklicka na test podle oddilu 4.1 pism. i) a oddilu 4.3 pism. i)

Pracovni fedéni antiséra/protildtky

1/1 1/10  1/100 prazdnéprazdné [ Desetinné fedéni
resuspendované pelety

Vzorek 1

©0 000
Duplikdt vzorku 1 nebo
vzorek 2 . . . . .

6 7 8 9 10

Usporadejte podlozni sklicka na navlhceny papir. Pokryjte kazdé testovaci okénko kompletné fedénim protilatek.
Mnozstvi protildtky na kazdém okénku musi byt nejméné stejné jako mnozstvi pouzitého extraktu.

Pokud nemdte konkrétni pokyny od dodavatele protildtek, Fidte se ndsledujicim postupem:

Podlozni sklicka inkubujte na vlhkém papite pfikrytd po dobu 30 minut p¥i pokojové teploté (18-25 °C).

Setfeste kapky ze vSech podloznich sklicek a peclivé oplachnéte pufrem IF. Umyjte ponofenim po dobu 5 minut
v pufru IF Tween (dodatek 3) a ndsledné v pufru IF. Zabrarite vzniku aerosolu nebo pfenosu kapicek, které by
mohly zptsobit vzdjemnou kontaminaci. Peclivé odstrante prebytecnou vlhkost jemnym osusenim.

Umistéte sklicka na vlhky papir. Testovaci okénka pokryjte fedénim konjugdtu FITC, kterym se stanovuje titr.
Mnozstvi konjugdtu naneseného do okének musi byt stejné jako mnozstvi pouzité protilatky.

Inkubujte sklicka zakrytd na vlhkém papiru po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (18-25 °C).

Setfeste kapky konjugdtu ze sklicka. Opldchnéte a umyjte jako predtim (4.3.3).

Opatrné odstrafite prebytecnou vlhkost.

Napipetujte 5-10 pl 0,1M fosfatového pufru s glycerolem (dodatek 3) nebo komer¢ni kryci tekutiny do kazdého
okénka a pfilozte kryci sklicko.

Vyhodnocent IF testu:

ProhliZejte testovaci sklicka epifluorescenénim mikroskopem s filtry vhodnymi pro excitaci FITC pod olejovou
nebo vodni imersi pfi zvétSeni 500x az 1 000x. Zkoumejte okénka ve dvou navzdjem kolmych priimérech a kolem
obvodu. U vzorkt s Zddnymi nebo malym poctem bunék zkoumejte nejméné 40 poli mikroskopu.

Nejdifv zkontrolujte pozitivni kontrolni vzorek. Buriky musi byt jasné fluoreskujici a zcela obarvené v ureném
titru protilatky nebo pracovnimu fedéni. Pokud je barevnost odchylna, musi byt test IF opakovan (oddil 4).

Pozorujte jasné fluoreskujici buniky s charakteristickou morfologii C. m. subsp. sepedonicus v testovacich okéncich
sklicka (viz internetovd strdnka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intenzita fluorescence musi
byt pii porovnéni s pozitivnim kontrolnim kmenem ve stejném fedéni protiltky stejnd nebo lepsi. Bufiky s netpl-
nym zbarvenim nebo slabou fluorescenci nelze brat v Givahu.

Pfi podezieni z jakékoli kontaminace musi byt test zopakovan. To se muzZe stdt, kdyz vSechna sklicka ve skupiné
vykazuji pozitivni butiky diky kontaminaci pufru nebo pfi zjisténi pozitivnich bunék (mimo okénka sklicek) na
povrchu sklicek.

Existuje nékolik problémt podstatnych pro pfesnost imunofluorescenéniho testu. V peletich z pupkové &asti
bramboru a ¢asti stonku se mohou vyskytnout doprovodné populace fluoreskujicich bunék s atypickou morfolo-
gif a kifzové reagujici saprofytické bakterie s velikosti a morfologii podobnou C. m. subsp. sepedonicus.
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4.4.4

4.4.5

5.1

Uvazujte pouze fluoreskujici bunky s typickou velikosti a morfologif v titru nebo pracovnim Fedéni protildtek
podle oddilu 4.3.

Interpretace vysledku IF testu:

i)  Pii zjisténi jasné fluoreskujicich bunék s typickou morfologii odhadnéte primérny pocet typickych bunék
v 1 mikroskopovém poli a vypocitejte pocet typickych bunék na 1 ml resuspendované pelety (dodatek 4).

Vysledek IF je pozitivni u vzorkd, kde je pocet typickych bunék na 1 ml resuspendované pelety nejméné
5 x 10°. Vzorek je povazovan za potencidlné infikovany a je povinné dal3f testovani.

i)  Vysledek IF testu je negativni pro vzorky, které obsahuji méné nez 5 x 10 bunék na 1 ml resuspendované
pelety a vzorek se povazuje za negativni. Dalsf testovani neni nutné.

TEST FISH

Princip

Kdyz se jako prvni screeningovy test pouzije FISH test a je pozitivni, musi byt jako druhy povinny vySetfovaci test
proveden IF test. KdyZ se FISH test provede jako druhy screeningovy test a je pozitivni, je k dokonceni diagnézy
nutné dali testovani podle postupového diagramu.

Pozndmka:

Pouzivejte validované oligosondy specifické pro C. m. subsp. sepedonicus (dodatek 7). Uvodni testovani touto metodou by mélo
umoznit reprodukovatelné zjistén{ alespont 10°~10* bunék C. m. subsp. sepedonicus na ml pfidané do extraktli ze vzorku, které
byly pfedtim testovany s negativnim vysledkem.

Nésledujici postup by mél byt pokud mozno proveden s Cerstvé pripravenymi extrakty, ale je mozné jej tispésné
provést s extraktem, ktery byl uchovan v glycerolu pfi teploté — 16 aZ — 24 nebo — 68 az — 86 °C.

Jako negativni kontroly pouzivejte alikvotni ¢ast extraktu ze vzorku, ktery byl pfedtim testovan na C. m. subsp.
sepedonicus s negativnim vysledkem.

Jako pozitivn{ kontroly pfipravte suspenzi obsahujici 10° az 10 bunék C. m. subsp. sepedonicus na ml (napf. kmen
NCPPB 4053 nebo PD 406) v 0,01 M fosfitového pufru (PB) z 3-5denni kultury (piiprava viz dodatek 2). Pfi-
pravte samostatna sklicka s pozitivnimi kontrolnimi vzorky homologického kmene nebo jiného referencniho
kmene C. m. subsp. sepedonicus suspendovaného v bramborovém extraktu podle dodatku 2.

Pouziti eubakteridlnich oligosond znacenych FITC poskytuje kontrolu procesu hybridizace, protoZe zbarvi vse-
chny eubakterie pfitomné ve vzorku.

Provedte test kontrolntho materidlu stejnym zpiisobem jako u vzorkula.

Fixace bramborového extraktu
Nasledujici protokol vychazi z Wullings a kol. (1998):
Pripravte fixa¢ni roztok (viz dodatek 7).

Napipetujte 100 pl kazdého vzorkového extraktu do Eppendorfovy mikrozkumavky a odstiedujte po dobu 8 minut
na 7 000 g.

Odstrante supernatant a rozpustte peletu v 500 pl fixaéniho roztoku pfipraveného max. 24 hodin piedem. Pro-
tiepejte a inkubujte pfes noc pii teploté 4 °C.

Alternativnim fixa¢nim ¢inidlem je 96 % etanol. Pro jeho pouziti rozpustte peletu z kroku 5.1.2 v 50 ul 0,01 M PB
a 50 pul 96 % etanolu. Promichejte protiepanim a inkubujte pii teploté 4 °C po dobu 30-60 minut.
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5.1.4

5.1.5

5.2

5.2.1

5.2.2

523

5.2.4

5.2.5

5.2.6

5.2.7

5.2.8

5.2.9

Odstiedujte po dobu 8 minut na 7 000 g, odstrafite supernatant a resuspendujte peletu v 75 ul 0,01 M PB
(viz dodatek 3).

Képnéte 16 pl fixované suspenze na cisté 10 okénkové sklicko, jak ukazuje obrazek 3, pficemz pouzijete 2 razné
vzorky na jedno sklicko, a to nefedény a ziedény 1:100 s pouzitim 10 pl (v 0,01 M PB). Zbyvajici roztok vzorku
(49 pl) maze byt uloZen pii teploté — 20 °C po piidani 1 objemového mnozstvi 96 % etanolu. V pfipadé, Ze je
tieba FISH metodu opakovat, odstraiite etanol odstfedénim a pfidejte stejné mnozstvi 0,01 M PB (zamichejte
protfepanim).

Obrazek 3. Rozmisténi na sklicku FISH

Vzorek 1 Prazdné Prézdné Prazdné Vzorek 2

okénko 1 okénko 2 okénko 3 okénko 4 okénko 5

Vzorek 1 Prazdné Prézdné Prazdné Vzorek 2

okénko 6 okénko 7 okénko 8 okénko 9 okénko 10
Kryci sklicko 1 Kryci sklicko 2

Nechte sklicka uschnout na vzduchu (nebo susickou sklicek pi teploté 37 °C) a fixujte nad plamenem.

V této fazi je mozné postup prerusit a pokracovat v hybridizaci dalsi den. Sklicka by méla byt skladovana chra-
néna pfed prachem a v suchu pfi pokojové teploté.

Predhybridizace a hybridizace

PFipravte roztok lyzozymu obsahujici 10 mg lyzozymu (Sigma L-6876) v 10 ml pufru (100 mM Tris-HCl, 50 mM
EDTA, pH 8,0). Tento roztok lze skladovat, ale mél by se pouze jednou zmrazit a nechat roztit. Kazdy vzorek
dobfe pokryjte piiblizné 50 pl roztoku lyzozymu a inkubujte po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Potom
ponoite sklicka do demineralizované vody, pouze jednou, a osuste filtracnim papirem.

Alternativné pfidejte misto lyzozymu 50 pl proteindzy K 40-400 pg.ml™ v pufru (20 mM Tris-HCI, 2 mM CaCl,,
pH 7,4) do kazdé jamky a inkubujte pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut.

Suste buniky ve stupniovanych sériich 50 %, 80 % a 96 % etanolu pokazdé po dobu 1 minuty. Nechte sklicka usch-
nout na vzduchu v drzdku sklicek.

Pfipravte vlhkou inkubaéni komoru zakrytim dna vzduchotésné krabice tkaninou nebo filtracnim papirem namo-
¢enym v 1x hybmixu (dodatek 7). Predinkubujte krabici v hybridiza¢ni peci pii teploté 55 °C po dobu alespoii
10 minut.

PFipravte hybridiza¢ni roztok (dodatek 7) s 45 pl na 1 sklicko a pfedinkubujte po dobu 5 minut pii teploté 55 °C.

Umistéte sklicka na horkou plotnu pii teploté 45 °C a piidejte do kazdého ze 4 okének na sklicku/skliccich 10 pl
hybridiza¢niho roztoku.

Prikryjte kazdé sklicko 2 krycimi sklicky (24 x 24 mm) tak, aby pod né nevnikl vzduch. Umistéte sklicka do prede-
hiaté vlhké komory a hybridizujte pfes noc v peci pii teploté 55 °C v temnu.

Pripravte 3 kddinky obsahujici 11 sterilni vody (Ultra pure water = UPW), 11 1x hybmixu (334 ml 3x hybmix
a 666 ml UPW) a 11 1/2x hybmixu (167 ml 3x hybmix a 833 ml UPW). Pfedinkubujte kazdou z nich ve vodni
ldzni pii teploté 55 °C.

Sejméte kryci sklicka a umistéte podlozni sklicka do drzaku sklicek.

Splachnéte nadbytek vzorku inkubaci po dobu 15 minut v kidince s 1x hybmixem pfi teploté 55 °C.
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5.2.10 Pfemistéte drzdk sklicek do promyvaciho roztoku 1/2 hybmix a nechte inkubovat dalsich 15 minut.

5.2.11 Ponoite sklicka kritce do UPW a poloZte je na filtra¢ni papir. Odstrante nadbyte¢nou vlhkost lehkym zakrytim
povrchu filtracnim papirem. Napipetujte 5-10 pl kryctho roztoku (napf. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA
nebo podobny) do kazdé jamky a celé sklicko zakryjte velkym krycim sklickem (24 x 60 mm).

5.3 Hodnoceni FISH testu

5.3.1 ProhliZejte sklicka ihned s mikroskopem vhodnym pro epifluorescenéni mikroskopii se zvétsenim 630x nebo
1 000x pod olejovou imerzi. S filtrem vhodnym pro fluorescein isothiokyanat (FITC) jsou eubakteridlni buiky
(vetné vetsiny gramnegativnich bunék) ve vzorku zbarveny fluorescencné zelené. Pouzitim filtru pro
tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat se buniky C. m. subsp. sepedonicus obarvené Cy3 jevi fluorescencné Cervené.
Porovnejte bunécnou morfologii s morfologif pozitivnich kontrolnich vzorkd. Buiiky musi byt jasné fluoreskujici
a zcela zbarveny. Test FISH (oddil 9.4) musi byt zopakovan, pokud je zbarveni odchylné. ProhliZejte okénka napftic
dvéma pruméry v pravych thlech a kolem obvodu. U vzorkd, kde nejsou pozorovany Zadné nebo mélo bungk,
pozorujte nejméné 40 poli mikroskopu.

5.3.2  Hledejte jasné fluoreskujici buitky s morfologii charakteristickou pro C. m. subsp. sepedonicus v okénkach testo-
vacich skli¢ek (viz internetova stranka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intenzita fluores-
cence musi odpovidat nebo byt lepsi nez u pozitivniho kontrolntho kmene. Buriky, které nejsou zcela zbarveny
nebo vykazuji slabou fluorescenci, neberte v Gvahu.

5.3.3  Pii podezfeni z jakékoli kontaminace musi byt test zopakovan. To se muZe stat, kdyz vSechna sklicka ve skupiné
vykazuji pozitivni buriky diky kontaminaci pufru nebo pii zjisténi pozitivnich bunék (mimo okénka sklicek) na
povrchu sklicek.

5.3.4 Existuje nékolik problémt podstatnych pro pfesnost FISH testu. V peletich z pupkové ¢dsti bramboru a &asti
stonku se mohou se vyskytnout doprovodné populace fluoreskujicich bunék s atypickou morfologii a kfizové
reagujici saprofytické bakterie s velikosti a morfologii podobnou C. m. subsp. sepedonicus, ackoli mnohem méné
Casto nez u IF testu.

5.3.5 V tvahu bereme pouze fluoreskujici buiky s typickou velikosti a morfologif, viz 5.3.2.

5.3.6  Interpretace vysledku testu FISH:

i) Vysledky FISH testu jsou platné, pokud jsou pfi pouziti FITC filtru jasné zelené fluoreskujici bunky s veli-
kosti a morfologii typickou pro C. m. subsp. sepedonicus a pii pouziti rhodaminového filtru jasné cervené
fluoreskujici bunky pozorovany ve viech pozitivnich kontroldch a nejsou pozorovany v Zddnych negativ-
nich kontroldch. Pokud jsou pfitomné jasné fluoreskujici bunky s typickou morfologii, odhadnéte pramérny
pocet typickych bunék v 1 mikroskopovém poli a vypocitejte pocet typickych bunék v 1 ml resuspendované
pelety (dodatek 4). Vzorky, které obsahuji alespoii 5 x 10° typickych bunék na 1 ml resuspendované pelety,
se povazuji za pravdépodobné infikované Cms. Nutné je dal3i testovani. Vzorky, které obsahuji méné nez
5 x 10° typickych bunék na 1 ml resuspendované pelety, se povazujf za negativni.

ii)  Vysledek FISH testu je negativni, pokud pfi pouziti rhodaminového filtru nejsou pozorovany jasné Cervené
fluoreskujici buriky s velikosti a morfologii typickou pro C. m. subsp. sepedonicus, jestlize jsou tyto typické
jasné Cervené fluoreskujici bufiky pfi pouziti thodaminového filtru pozorovany v pozitivnich kontrolach.

6. PCR TEST

Principy

Pouzije-li se PCR test jako hlavni screeningovy test a je pozitivni, musi byt jako druhy povinny screeningovy test
proveden IF test. Pokud se PCR test pouzivd jako druhy screeningovy test a je pozitivni, je pro dokonéeni diag-
nézy nutné dalsi testovani podle postupového diagramu.

Vyuziti této metody v celém rozsahu jako hlavniho screeningového testu se doporucuje jen tehdy, je-li pozado-
véana specializovand expertiza.
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6.1

6.1a)

Pozndmka:

Piedbézné testovani touto metodou by mélo umoznit reprodukovatelné zjisténi 10° az 10* bunék C. m. subsp. sepedonicus na 1 ml
piidanych do vzorku extraktd, které byly pfedtim testovany s negativnim vysledkem. Pro dosazeni maximaélni citlivosti a pFesnosti
ve vSech laboratofich mizou byt vyzadovany optimalizacni pokusy.

Pouzivejte validovand PCR cinidla a protokoly. Ddvejte pfednost metodé s interni kontrolou.

Pouzivejte vhodnd bezpecnostni opatient, abyste zabranili kontaminaci vzorku cilovou DNA. PCR test by méli provadét zkuseni
laboranti v laboratofich specializovanych na molekularni biologii, aby se minimalizovala moznost kontaminace cilovou DNA.

S negativnimi kontrolami (u pribéhu extrakce DNA a PCR) by se mélo vidy zachdzet jako s konecnymi vzorky,
aby bylo jasné, jestli doslo k pfenosu DNA.

PRC test by mél zahrnovat nésledujici negativni kontroly:

— extraktu ze vzorku, ktery byl predtim testovan na C. m. subsp. sepedonicus s negativnim vysledkem,

— kontroly pufru pouzivaného pro extrakci bakterie a DNA ze vzorku,

— reak¢ni smés PCR.

Meély by byt zahrnuty nésledujici pozitivni kontroly:

— alikvotni ¢asti resuspendovanych pelet, k nimz byl ptidan C. m. subsp. sepedonicus (p¥iprava viz dodatek 2),

—  suspenze 10° bunék na 1 ml C. m. subsp. sepedonicus ve vodé z virulentniho izoldtu (napt. NCPPB 2140 nebo
NCPPB 4053),

— pokud mozno pouzivejte pii provadéni PCR testu také DNA extrahovanou z pozitivnich kontrolnich vzorka.

Abyste zabranili mozné kontaminaci, pfipravte pozitivn{ kontroly v oddéleném prosttedi nez vzorky, které budou
testovany.

Extrakty ze vzork by mély byt pokud mozno bez zeminy. V piipadé pouziti PCR testu je potfeba pfipravit
extrakty z umytych brambor.

Metody purifikace DNA
Pouzivejte vyse popsané pozitivni a negativni kontrolni vzorky.
Pfipravte kontrolni materidl stejnym zptisobem jako vzorek (vzorky).

K purifikaci cilové DNA z komplexnich substrdtii vzorkd jsou k dispozici riizné metody odstranujici inhibitory
PCR dispozici a jinych enzymatickych reakei a koncentrujici cllovou DNA v extraktu vzorku.

Nésledujici metoda byla optimalizovéna pro pouziti s validovanou metodou PCR, uvedenou v dodatku 6.

Metoda podle Pastrika (2000)

1. Napipetujte 220 pl Iyzového pufru (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) do
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

2. Pridejte 100 pl vzorkového extrakt ze vzorku a umistéte do termobloku nebo vodni 1dzné o teploté 95 °C na
dobu 10 minut.

3. Vlozte mikrozkumavku na 5 min. do ledu.

4. Pridejte 80 pl zdsobniho roztoku lyzozymu (50 mg lyzozymu na 1 ml v 10 mM Tris HCl, pH 8,0) a inku-
bujte pii teploté 37 °C po dobu 30 minut.

5. Pridejte 220 pl Easy DNA® roztok A (Invitrogen), dobfe promichejte tfepanim a inkubujte pfi teploté 65 °C
po dobu 30 minut.
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6.1b)

6.2

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5

6.3

6.3.2

6. Piidejte 100 ul Easy DNA® roztok B (Invitrogen), silné michejte tfepanim, az usazenina sama potece do
mikrozkumavky a vzorek zacne byt stejnomérné viskézni.

7. Pfidejte 500 pl chloroformu a michejte tfepanim, aZ se viskozita snizi a smés se stane homogenni.

8. Odstiedujte na 15 000 g po dobu 20 minut pfi 4 °C pro oddéleni fazi a vytvoreni mezifize.

9.  Preneste horni fdzi do ¢isté mikrozkumavky.

10. Pridejte 1 ml 100 % etanolu (- 20 °C), kratce promichejte tfepdnim a inkubujte na ledu po dobu 10 minut.
11. Odstfedujte na 15 000 g po dobu 20 minut pfi 4 °C a odstrafite z pelety etanol.

12. Pfidejte 500 pl 80 % etanolu (- 20 °C) a promichejte prevracenim mikrozkumavky.

13. Odstiedujte na 15 000 g po dobu 10 minut pii 4 °C, peletu zachovejte a odstrante etanol.

14. Nechte peletu uschnout na vzduchu nebo v DNA speed vac.

15. Resuspendujte peletu v 100 pl sterilni vody (UPW) a nechte stit nejméné 20 minut pii pokojové teploté.
16. Skladujte pfi teploté — 20 °C az do upotfebeni pFi PCR.

17. Jakoukoli bilou usazeninu odstrarite odstfedénim a pro PCR pouzijte 5 pl supernatantu obsahujictho DNA.

Jiné metody

Jiné metody extrakce DNA (napf. Qiagen DNeasy Plant Kit) by se mohly pouzit, pokud by se prokdzalo, Ze jsou
pfi purifikaci DNA z kontrolnich vzorki obsahujicich 10° az 10* patogennich bunék na 1 ml stejné efektivni.

PCR

Pripravte testované vzorky a kontroly pro PCR podle validovaného protokolu (dodatek 6). Piipravte jeden dese-
tinny roztok vzorku DNA (1:10 ve sterilni vodg).

Pripravte pifslusnou reakéni smés pro PCR v prostiedi, kde nehrozi kontaminace, podle zvefejnéného protokolu
(dodatek 6). Validovany protokol PCR je multiplexova reakce, kterd zahrnuje také interni kontrolu PCR.

Pridejte do sterilnich PCR mikrozkumavek 5 pl extraktu DNA na 25 pl PCR reakce.

Zahriite negativni kontrolni vzorek obsahujici pouze reakéni smés PCR a piidejte stejnou sterilnf vodu UPW, kterd
byla pouzita do smési PCR namisto vzorku.

Umistéte PCR mikrozkumavky do stejného termocykleru, ktery byl pouzit pfi pocdte¢nim testovdni, a provedte
vhodné optimalizovany program PCR (dodatek 6).

Analyza produktu PCR

Rozdélte amplikony PCR elektroforézou v agar6zovém gelu. Naneste nejméné 12 pl amplifikované reakéni smési
DNA z kazdého vzorku smichané s 3 pl nandsectho pufru (dodatek 6) do 2,0 % (w/v) agarézového gelu v Tris-
acetdt-EDTA (TAE) pufru (dodatek 6) pfi 5-8 V na cm. PouZivejte vhodny marker DNA, napf. 100 bp ladder.

Detekujte prouzky DNA barvenim v ethidium bromidu (0,5 mg na l) po dobu 30-45 minut, za pouzit{ vhodnych
bezpecnostnich opatfeni pro zachdzeni s timto mutagenem.

V obarveném a UV (kratké vlnové délky, napt. 302 nm) prosviceném gelu hledejte amplifikované produkty PCR
o ocekdvané velikosti a vysledek zdokumentujte.
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U v3ech novych nalezti/piipada zkontrolujte pravost amplikonu PCR provedenim restrikéni enzymové analyzy ve
zbyvajicim vzorku amplifikované DNA inkubaci pfi optimdlni teploté a dobé s vhodnym restrikénim enzymem
a pufrem (viz dodatek 6). Rozdeélte nastépené fragmenty elektroforézou vagarézovém gelu a pozorujte charakteris-
ticky vzor restrikéniho fragmentu pod UV prosvicenim po obarveni ethidiumbromidem a porovnejte s nestépe-
nou a §tépenou pozitivni kontrolou.

Interpretace vysledku PCR testu:

PCR test je negativni, pokud amplikon typicky pro C. m. subsp. sepedonicus ocekdvané velikosti nebyl zjistén
v daném vzorku, ale byl zjistén ve vech pozitivnich kontrolnich vzorcich (v ptipadé vicendsobné PCR s rostlin-
nymi internimi kontrolnimi primery: druhy produkt PCR ocekdvané velikosti musi byt amplifikovdn s danym
vzorkem).

PCR test je pozitivni, pokud byl zji§tén amplikon typicky pro C. m. subsp. sepedonicus ocekdvané velikosti a vzoru
(pokud se pozaduje), za predpokladu, Ze nebyl amplifikovan zddnym z negativnich kontrolnich vzorkd. Spolehli-
vého potvrzeni pozitivniho vysledku Ize dosdhnout také opakovanim testu s druhou sadou PCR primert (oddil 9.3).

Pozndmka:

Lze mit podezieni na inhibici PCR, pokud byl o¢ekdvany amplikon ziskdn z pozitivniho kontrolniho vzorku obsahujiciho C. m.
subsp. sepedonicus ve vodg, ale z pozitivni kontroly s C. m. subsp. sepedonicus v bramborovém extraktu byly negativni. Ve vicenasob-
nych protokolech PCR s internimi kontrolami PCR k inhibici reakce doslo, pokud nebyl ziskdn Zidny z obou amplikont.

Lze mit podezieni na kontaminaci, pokud byl o¢ekdvany amplikon ziskén z jedné nebo vice negativnich zkousek.

BIOTEST

Pozndmka:

Predbézné testovani touto metodou by mélo umoznit reprodukovatelné zjisténi 10* az 10 jednotek C. m. subsp. sepedonicus tvo-
ficich kolonie na I ml pfidany k extraktim ze vzorku, které pivodné byly testovény s negativnim vysledkem (pfiprava viz
dodatek 2).

Nejvyssi citlivost zjisténi 1ze ocekdvat pfi pouziti Cerstvé pfipraveného extraktu ze vzorku a optimdlnich ris-
tovych podminkdch. Metodu vsak lze Gspéné pouzit i na extrakty, které byly uchovavany v glycerolu pii teploté
-68az-86°C.

Neékteré odrady lilku vejcoplodého poskytuji vynikajici selektivni obohacujici médium pro rist C. m. subsp. sepe-
donicus dokonce v ptipadé nepiitomnosti piiznakt a poskytuji také vynikajici zdkladni konfirmacni test.

Pro omezeni nebezpeci falesné negativnich vysledka testti by mély byt vytvoreny optimalni ristové podminky.

Podrobnosti o péstovani viz dodatek 8.

Rozdélte cely zbytek testované resuspendované pelety z oddilu 3.1.6 nebo 3.2.5 mezi rostliny lilku jednou z nize
uvedenych metod (7.3 nebo 7.4). Pouzivejte pouze rostliny ve fdzi 2-3 listt do dplného rozvinuti tfettho pravého
listu. Abyste zajistili Gplné vyuziti resuspendované pelety i efektivni inokulaci, bude pro nize popsané postupy
potieba 15-25 lilkd na vzorek.

Pred inokulaci 1 az 2 dny nezalévejte, aby se snizilo vnitini napéti bunék.

Inokulace zdfezem

Drzte rostlinu mezi dvéma prsty a pipetou pfeneste na stonek mezi déloznimi listky a prvnim pravym listem
kapku (pfiblizné 5-10 pl) suspendované pelety.

Pomocdf sterilntho skalpelu provedte sikmy zdfez dlouhy asi 1,0 cm a hluboky p#iblizné jako 2/3 praméru stonku,
fez zacnéte od peletové kapky.

Zakryjte zdfez sterilni vazelinou z injeként stitkacky.
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7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

7.10

Inokulace injeként stitkackou

Stonky lilku inokulujte tésné nad déloznimi listky pomoci injekéni stitkacky s podkozni jehlou (ne méné nez
23 G). Vzorek rozdélte mezi rostliny lilku.

Jako pozitivn{ kontroly inokulujte 5 rostlin vodni suspenzi 10° az 10° bunék na 1 ml zndmé kultury C. m. subsp.
sepedonicus a pokud mozno s i pletivem z pfirozené infikovanych hliz bramboru (viz oddil 4) stejnou inokula¢ni
metodou (7.3 nebo 7.4).

Jako negativni kontrolu inokulujte 5 rostlin sterilnim peletovym pufrem stejnou inokulaéni metodou
(7.3 nebo 7.4).

Inkubujte rostliny v karanténé po dobu az 4 tydnti pii teploté 18-24 °C. Inkubujte rostliny za dostate¢ného osvét-
leni a vysoké vlhkosti (70-80 %) a zalévejte je tak, aby nedoslo k nasdvani vody nebo vadnuti kvili nedostatku
vody. Butiky C. m. subsp. sepedonicus odumiraji p¥i teplotdch nad 30 °C a optimdlni teplota je 21 °C. Abyste zame-
zili kontaminaci, inkubujte rostliny pro pozitivni kontroly a negativn{ kontroly ve skleniku nebo ristové komote
na jasné oddélenych policich, anebo pfi nedostatku mista zajistéte ptisné oddéleni mezi zachdzenim s nimi. Pokud
musi byt rostliny pro rizné vzorky inkubovény blizko sebe, oddélte je vhodnymi piepazkami. Pfi hnojeni, zalé-
vani, kontrole a jiné manipulaci vénujte maximdlni pozornost tomu, aby nedoslo ke kontaminaci. Je nezbytné,
aby skleniky i ristové komory byly chrdnény pred veskerym hmyzem, protoze by mohl prendset bakterie z jed-
noho vzorku na druhy.

Pravidelné pocinaje 8. dnem provéfujte pfitomnost piiznaki. Pocitejte rostliny vykazujici piiznaky. C. m. subsp.
sepedonicus pusobi u lilku vejcoplodého vadnuti listd, které muze zacit jako okrajovd nebo mezizilkova ochablost.
Zvadlé pletivo miiZe zprvu byt tmavozelené nebo strakaté, ale nez znekrotizuje, zesvétli. Povadld mista mezi Zil-
natinou mivaji ¢asto mastné vodnaty vzhled. Nekrotickd pletiva mivaji Casto jasné Zluty okraj. Rostliny vidy
neodumiraji; ¢im déle trvd obdobi do vyvinuti pfiznakd, tim vétsi je nadéje na preziti. Rostliny mohou infekci
odrtist. Mladé rostliny lilku vejcoplodého jsou vnimavéjsi k nizkym koncentracim C. m. subsp. sepedonicus nez
star${ rostliny, proto je nezbytné pouzivat rostliny ve fazi tif listt a nebo krétce pted ni.

Vadnuti mohou také zpiisobovat populace jinych bakterif nebo hub pfitomnych v peleté z pletiv hlizy. Pati{ k nim
Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora a E. carotovora subsp. atroseptica, Erwinia chrysanthemi,
Phoma exigua var. foveata, jakoZ i populace saprofytickych bakterii. Zejména Erwinia chrysanthemi mize zptsobit
piiznaky na listech a vadnuti velmi podobné p¥{znakiim C. m. subsp. sepedonicus. Jedinym rozdilem je zCerndni
stonkd v piipadé infekci Erwinia chrysanthemi. Jiné piipady vadnuti 1ze odlisit od piipadt zptisobenych C. m. subsp.
sepedonicus, jelikoz rychle vadnou celé listy nebo celé rostliny. MtiZete také pfipravit Gramovo barveni: tento test
rozlisi C. m. subsp. sepedonicus od Erwinia spp.

Jakmile se na lilku vejcoplodém objevi piiznaky, mélo by dojit k izolaci za pouziti ¢asti pletiva zvadlych listt
nebo stonkl rostlin (macerace pletiv viz 3.1.3). Povrch listd a stonkd lilku vejcoplodého dezinfikujte otfenim
70 % etanolem. Provedte test IF nebo PCR na $tdvé z lilku a izolujte na vhodnd (selektivni) média (viz oddil 8).
Muzete také piipravit Gramovo barveni (dodatek 9). Identifikujte ¢isté kultury podezielé z piitomnosti C. m. subsp.
sepedonicus a potvrdte patogenitu (viz oddil 9 a 10).

Za urcitych okolnosti, zejména pokud nejsou ristové podminky optimdlni, se muze stat, ze C. m. subsp. sepedo-
nicus ziistavd v rostlindch lilku vejcoplodého jako latentni infekce dokonce i po uplynuti inkuba¢ni doby az 4 tydna.
Pokud nejsou po 4 tydnech pozorovany Zddné piiznaky, provedte test IF[PCR na slozeném vzorku ¢asti stonkd
o délce 1 cm z kazdé testované rostliny odebranych nad mistem inokulace. Pokud je test pozitivni, méla by byt
provedena izolace na vhodnd (selektivni) média postupem podle oddilu 8. Identifikujte Cisté kultury podezielé
z piitomnosti C. m. subsp. sepedonicus a potvrdte patogenitu (viz oddil 9 a 10).

Interpretace vysledku biotestu:

Platnych vysledkt biotestu je dosazeno, jestlize rostliny pozitivni kontroly vykazuji typické piiznaky, z téchto
rostlin Ize izolovat bakterie a u negativnich kontrol nejsou piiznaky zjistény.

Biotest je negativni, jestlize testované rostliny nejsou infikovany C. m. subsp. sepedonicus, a za pfedpokladu, ze
C. m. subsp. sepedonicus je zjistén u pozitivnich kontrol.

Biotest je pozitivni, jestliZe jsou testované rostliny infikovany C. m. subsp. sepedonicus.
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8.1

8.2

8.2.1

IZOLACE C. M. SUBSP. SEPEDONICUS

Pozndmka:

Diagnéza je ukoncena pouze v piipadg, Ze je C. m. subsp. sepedonicus izolovana, nésledné identifikovdna (viz oddil 9) a potvrzena
zkouskou patogenity (oddil 10). Ackoliv je C. m.. subsp. sepedonicus ndrocny organizmus, je mozno ji izolovat z pletiv vyka-
zujicich pfiznaky napadeni.

Mohou ji v3ak prertist rychle rostouci saprofytické bakterie, a proto je izolace p¥imo z pelety pletiva hlizy nebo

stonku (oddil 3.1.6 nebo 3.2.5) ndro¢nd. Pfimd izolace C. m. subsp. sepedonicus muze byt moznd za pouziti selek-
tivntho média a vhodného fedéni resuspendované pelety z pupkové ¢asti hlizy nebo ze stonkd rostliny.

Izolace se provéadi ze viech hliz bramboru nebo ¢dsti stonkd a z rostlin lilku vejcoplodého, které nevykazuji p¥i-
znaky napadent, ale u nichZ byl pozitivni vysledek v testu IF/PCR sloZenych vzorkd (viz oddil 7.10). Pokud je
tieba provést maceraci stonku lilku, méla by byt provedena podle oddilu 3.1.3.

Jako pozitivni kontroly piipravte desetinnd fedéni suspenze 10° cfu na ml C. m. subsp. sepedonicus (napi. NCPPB
4053 nebo PD 406). Abyste vyloucili nebezpeci kontaminace, pfipravujte pozitivni kontroly naprosto oddélené
od vzorkd, které maji byt testovany.

Pro kazdou nové piipravenou ddvku selektivniho média by se méla pred pouzitim k testovani obvyklych vzorkt
piezkouset jeho vhodnost pro rist patogenu.

Testujte kontrolni materidl stejnym zptisobem jako vzorek/vzorky.

Selektivni roztér na médium

Ze 100 pl alikvotni ¢4sti ze vzorku resuspendované bramborové pelety nebo $tavy z lilku vejcoplodého pfipravte
desetindsobné fedéni v peletovém pufru (dodatek 3).

Izolace z nefedéné bramborové pelety se obvykle nepodaii kvili niro¢nym rastovym podminkdm Cms a konku-
renci saprofytil. Vzhledem k tomu, Ze bakterie je obvykle v infikovanych pletivech pfitomnd ve vysokych koncen-
tracich, lze saprofyty obvykle vyplachnout fedénim, zatimco patogen zistivd. Proto se doporucuje rozetfit 100 pl
z kazdého vzorku, v fedéni 1/100 az 1/10 000 na MTNA médium nebo NCP-88 médium (dodatek 5) (pokud
pouzivéte Petriho misky o priméru 90 mm - pro jiné velikosti misky objem piizpusobte), za pouziti pomiicek
ur¢enych k roztérim (hokejek) a techniky roztéri.

Pozndmka:

Alternativnim postupem je rozetfeni pocatecnich 100 pl alikvotni ¢dsti bramborové pelety na prvni misku s agarem vhodnym
nastrojem a nasledné pouZiti téhoz ndstroje na druhou misku s agarem, tento postup na zévér zopakujte s tieti miskou, a tim
dosdhnete efektu zfedéni.

Inkubujte desky v temnu pfi teploté 21-23 °C.

Pocdtecni kontrola misek zahrnuje porovndni s kontrolnimi miskami a pocitani vSech kolonii podobnych C. m.
subsp. sepedonicus se provadéji po trech dnech, s dalsim pocitinim po 5, 7 a nakonec 10 dnech.

Cisténi podezielych kolonii

Pozndmka:

Subkultury kolonii podobnych C. m. subsp. sepedonicus pro inokulaci lilku vejcoplodého a/nebo nédslednou identifikaci by se mély
péstovat na YGM médiu; inokulace a identifikace by se mély provést drive, nez jsou média piili§ prerostld, tj. nejlépe po
3-5 dnech.

Rozettete kolonie podobné C. m. subsp. sepedonicus na jedno z nasledujicich médit: (sloZeni uvedena v dodatku 5):
zivny dextrézovy agar (pouze pro subkultury),

agar z kvasni¢né peptonové glukézy,

agar z kvasni¢ného extraktu s minerdlnimi solemi.

Inkubujte pfi teploté 21 °C-24 °C po dobu maximdlné 10 dni.
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8.2.2

8.2.3

9.1

C. m. subsp. sepedonicus roste pomalu, obvykle tvoif krémové zabarvené klenuté kolonie velikosti Spendlikové hla-
vicky béhem 10 dni. (Fotografie typickych kolonii C. m. subsp. sepedonicus viz internetova strdnka
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Znovu rozetfete pro zaruceni Cistoty.

U subkultur se rychlost rastu zlepsuje. Typické kolonie jsou smetanové bilé nebo barvy slonoviny, nékdy zluté,
okrouhlé, hladké, vyvysené, konvexné vyklenuté, slizovité tekuté, s rovnymi okraji a obvykle maji v priméru
1-3 mm.

Jednoduché Gramovo barveni (dodatek 9) miZze pomoci vybrat kolonie pro dalsi testovani.

Identifikujte podezielé kultury (viz oddil 9) a provedte zkousku patogenity (viz oddil 10).

IDENTIFIKACE

Identifikujte ¢isté kultury pravdépodobné izolované kultury C. m. subsp. sepedonicus za pouziti nejméné dvou ndsle-
dujicich testl zaloZzenych na rtznych biologickych principech.

V piipadé potieby zahrnite pro kazdy provedeny test zndmy referencni kmen.

Nutri¢ni a enzymatické identifikacni testy

Zjistéte ndsledujici fenotypické vlastnosti, které jsou obecné pritomné nebo neptitomné v C. m. subsp. sepedonicus
podle metod Lelliotta a Steada (1987), Klementa a kol. (1990), Schaada (2001), Anonym (1987).

Veskerd média by se méla inkubovat pii 21 °C a po 3esti dnech by méla byt vyhodnocena. Pokud nedoslo k zd-
nému riistu, inkubujte po dobu nejvyse 20 dni.

Vsechny testy musi zahrnovat kontrolu se zndmym kmenem C. m. subsp. sepedonicus. Nutri¢ni a fyziologické testy
se musi provadét za pouziti inokula ze subkultur Zivného agaru. Morfologickd srovndni se musi provadét z kultur
z zivného dextrézového agaru.

Testy Ocekdvany vysledek

Oxida¢né-fermentacni (O/F) testy Inertni nebo slabé oxida¢ni
Aktivita oxiddzy -

Réist pfi 37 °C -

Aktivita uredzy -

Hydrolyza eskulinu +

Hydrolyza skrobu - nebo slabd
Tolerance 7 % NaCl -

Tvorba indolu -

Aktivita kataldzy +

Tvorba H,S -

Vyuziti citratu -
Zkapalnéni Zelatiny -

Kysely glycerol -

Kyselina z laktézy - nebo slaby
Kyselina z rthamnézy -

Kyselina ze salicinu -

Gramovo barveni (dodatek 9) +
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9.2

9.3

9.4

9.5

9.6

10.

10.1

IF test

) Pfipravte suspenzi pfiblizné 10° bunék/ml v pufru na IF (dodatek 3).

o

=

) Plipravte série dvojndsobného fedéni vhodného antiséra.

o

) Provedte IF postup (oddil 4).

o

) Pozitivniho vysledku IF testu je dosazZeno, jestlize IF titr kultury odpovidd titru pozitivni kontroly.

PCR test
a)  Pripravte suspenzi pfiblizné 10 bunék na ml ve sterilni vodé (Ultra pure water = UPW).

b)  Zahfivejte 100 pl suspenze bunék v uzavienych mikrozkumavkach v ohffvacim bloku nebo viici vodni ldzni
pii teploté 100 °C po dobu 4 minut. V piipadé potieby mtizete Iyzu bunék podpofit pfidanim Cerstvé pii-
praveného NaOH do konec¢né koncentrace 0,05 M. Vzorky Ize potom ulozZit pii teploté — 16 az — 24 °C az
do pouziti.

¢)  Pro amplifikaci C. m. subsp. sepedonicus specific amplicons pouzijte vhodné postupy PCR (napf. Pastrik, 2000;
viz dodatek 4; Li a de Boer, 1995; Mills a kol., 1997; Pastrik a Rainey, 1999; Schaad a kol., 1999).

d) Identifikace C. m. subsp. sepedonicus je pozitivni, pokud jsou amplikony PCR stejné velikosti a maji stejnou
mnohotvarnost délky fragmentu jako pozitivni kontrolni kmen.

FISH test
a)  Pripravte suspenzi pfiblizné 10 bunék na ml v UPW.
b)  Provedte postup FISH (oddil 5).

¢)  Test FISH je pozitivni, jsou-li dosazeny stejné reakce kultury a pozitivni kontroly.

Analyza mastnych kyselin (FAP)
a)  Péstujte kulturu na tryptikdzo-séjovém agaru (Oxoid) po dobu 72 hodin pii teploté 21 °C (+/- 1°).
b)  Pouzijte vhodny postup FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).

¢)  Test FAP je pozitivni, pokud je profil podeztelé kultury identicky s profilem pozitivni kontroly. P¥tomnost
charakteristickych mastnych kyselin 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0 a 17:0 Anteiso
jasné svédei o pritomnosti C. m. subsp. sepedonicus. Jiné rody jako Curtobacterium, Arthrobacter a Micrococcus
také obsahuji nékteré z téchto kyselin, ale 15:1 Anteiso A je pro tyto bakterie neobvykld kyselina, kterd se
viak vyskytuje ve vSech Clavibacter spp. v rozmezi 1-5 %. U C. m.subsp. sepedonicus se hodnota obvykle pohy-
buje kolem 5 %.

BOX-PCR
a)  Piipravte suspenzi pfiblizné 10° bunék na ml v UPW.

b)  Provedte test postupem podle (Smith a kol., 2001).

KONFIRMACN{ TEST (TEST PATOGENITY)

Pro kone¢né potvrzeni diagndzy C. m. subsp. sepedonicus a pro stanoveni virulence kultur identifikovanych jako
C. m. subsp. sepedonicus musi byt provedena zkouska patogenity.

Pipravte inokulum piiblizné 10° bunék na ml z 3-dennich kultur testované izolované latky a vhodného pozitiv-
niho kontrolniho kmene C. m. subsp. sepedonicus.
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10.2  Naockujte 5-10 stonkt mladych semendcku lilku vejcoplodého ve fazi 3 pravych listd (oddil 7.3 nebo 7.4).

10.3  Inkubujte pfi teploté 18-24 °C pfi dostate¢ném svétle a vysoké relativni vlhkosti s pfiméfenym zalévinim, aby
nedoslo k pfemokieni nebo vyschnuti (oddil 7.7). U ¢istych kultur by mélo béhem 2 tydnd nastat typické vad-
nuti, aviak rostliny, které po uplynuti této doby nevykazuji Zddné pfiznaky infekce (viz oddil 7.8), by se mély
inkubovat az 3 tydny pii teplotich ptiznivych pro rust lilku vejcoplodého, ale nepfesahujicich 25 °C (dodatek 8).
Jestlize se po 3 tydnech piiznaky infekce nevyskytuji, nemize byt kultura povazovana za patogenni formu C. m.

subsp. sepedonicus.

10.4  Izolujte z rostlin s pfiznaky infekce odstranénim &dsti stonku 2 ¢cm nad mistem inokulace. Rozdrtte a suspendujte
v malém mnozstvi sterilni destilované vody nebo 50 mM fostitového pufru (dodatek 3). Izolujte ze suspenze
rozetfenim nebo nanesenim na MTNA a YPGA (dodatek 5), inkubujte po dobu 3-5 dni pii teploté 21-23 °C
a sledujte vznik kolonii typickych pro C. m. subsp. sepedonicus.

Laboratofe podilejici se na optimalizaci a validaci protokol

Dodatek 1

Laborator (1) Misto Zemé
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Videni a Linec Rakousko
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgie
Plantedirektoratet Lyngby Dénsko
Central Science Laboratory York Anglie
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skotsko
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Francie
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Francie
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Némecko
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Némecko
State Laboratory Dublin Irsko
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Nizozemsko
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Aas Norsko
Centre
Direccdo-Geral de Protecgdo das Culturas Lisabon Portugalsko
Nacionalni institut za biologijo Ljubljana Slovinsko
Centro de Diagndstico de Aldearrubia Salamanca Spanélsko

(") Kontaktni osoby: viz internetova stranka http:|/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main




L 182/26

Utedni véstnik Evropské unie

4.7.2006

Dodatek 2
Piiprava pozitivnich a negativnich kontrol pro vysetfeni vykrojka testy PCR/IF a FISH

Vypéstujte 72-hodinovou kulturu virulentniho kmene C. m. subsp. sepedonicus [NCPPB 4053 nebo PD 406] na zdkladnim
médiu MTNA a suspendujte v 10 mM fostdtového pufru, abyste ziskali hustotu bunék p#iblizné 1 az 2 x 10® cfu/ml. Toho
obvykle dosédhnete prostiednictvim slabé zakalené suspenze odpovidajici optické hustoté 0,20 az 600 nm.

Odstrante pupkové vykrojky 200 hliz odebranych z produkce odrtidy s bilou slupkou, o které je jisté, Ze neni napadena
C. m. subsp. sepedonicus.

Zpracujte pupkové vykrojky jako obvykle a resuspendujte peletu v 10 ml.

Pripravte 10 sterilnich mikrozkumavek o objemu 1,5 ml s 900 pl resuspendované pelety.
Preneste 100 pl suspenze C. m. subsp. sepedonicus do prvni mikrozkumavky. Nechte protiepat.
Vytvoite desetinnd fedéni v ndsledujicich péti mikrozkumavkach.

Sest kontaminovanych mikrozkumavek se pouzije jako pozitivn{ kontrola. Ctyfi nekontaminované mikrozkumavky se pou-

ziji jako negativni kontroly. Mikrozkumavky proto opatiete Stitkem.

Pripravte alikvotni ¢asti z 100 pl ve sterilnich mikrozkumavkach o objemu 1,5 ml, ¢imz ziskdte 9 kopif kazdého kontrol-
niho vzorku. Skladujte pii teploté — 16 aZ — 24 °C az do doby pouziti.

Pritomnost a mnoZstvi C. m. subsp. sepedonicus v kontrolnich vzorcich by méla byt nejprve potvrzena prostiednictvim
imunofluorescence.

Pro PCR test provedte extrakci DNA z pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorkd pro kazdou sérii zkusebnich vzorki.

Pro IF a FISH testy provedte kvantitativni rozbory pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorkd pro kazdou sérii zkuseb-
nich vzorkd.

Pii kvantitativnich rozborech IF, FISH a PCR musi byt C. m. subsp. sepedonicus zjistén v nejméné 10° a 10* bunék/ml
pozitivnich kontrol a nesmi byt zjistén v Zddné z negativnich kontrol.
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Dodatek 3
Pufry pro testovaci postupy

OBECNE: Neoteviené sterilizované pufry lze skladovat po dobu az jednoho roku.

1. Pufry pro extrakci

1.1 Extrakeni pufr (50 mM fosfdtovy pufr, pH 7,0)

Tento pufr se pouzivd k extrakci bakterie z rostlinnych tkdni homogenizaci nebo protiepanim.

Na,HPO, (bezvody) 426¢
KH,PO, 2,72
Destilovand voda 1,001

Rozpustte slozky, zkontrolujte pH a sterilizujte v autokldvu pfi 121 °C po dobu 15 min.

Uzite¢né mohou byt ndsledujici slozky:

Uel Mnozstvi (na litr)
Lubrolové vlocky Protisrazlivy prostiedek (') 05g
DC silikonovy odpénovac Odpénovaci ¢inidlo () 1,0 ml
Tetrasodiumpyrofosfat Antioxida¢ni ¢inidlo 10¢g
Polyvinylpyrrolidon-40 000 (PVP-40) Viézani inhibitord PCR 50g

() Pro pouziti pfi extrakci homogenizaci.

1.2 Peletovy pufr (10 mM fosfdtovy pufr, pH 7,2)

Tento pufr se pouzivd pro resuspenzi a fedéni extraktd z vykrojkii z pupkovych ¢dsti bramborovych hliz poté, co
byly odsttedovanim koncentrovany do pelety.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Destilovand voda 1,001

Rozpustte slozky, zkontrolujte pH a sterilizujte v autokldvu pfi 121 °C po dobu 15 min.

2. Pufry pro IF test

2.1 Pufty pro IF (10 mM fosfdtovy pufr ve fyziologickém roztoku (PBS), pH 7,2)

Tento pufr se pouziva k fedéni protildtek.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 04¢g
NaCl 80¢g
Destilovana voda 1,001

Rozpustte slozky, zkontrolujte pH a sterilizujte v autokldvu pfi 121 °C po dobu 15 min.
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2.2 IF-pufr-Tween
Tento pufr se pouzivd k mytf sklicek.

Pridejte 0,1 % Tween 20 k pufru pro IF.

2.3 Fostdtovy pufr v glycerolu, pH 7,6

Tento pufr se pouzivd jako kryci roztok na okénka sklicek na IF testy k zvySeni fluorescence.

Na,HPO,.12H,0 32g
NaH,PO,.2H,0 015g
Glycerol 50 ml
Destilovand voda 100 ml

Kryci roztoky jsou komeréné dostupné, napf. Vectashield® (Vector Laboratories) nebo Citifluor® (Leica).

Dodatek 4

Stanoveni koncentrace IF a FISH pozitivnich bunék

1. Vypocitejte primérny pocet typickych fluoreskujicich bunék v jednom pozorovacim poli (c).

2. Vypocitejte pocet typickych fluoreskujicich bunék v okénku mikroskopického sklicka (C).

C=cxS§[s
Kde S = plocha jednoho pole na sklicku s vice jamkami a
s = plocha pole objektivu
s = mi%[4GK? kde i = koeficient pole (v rozmezi od 8-24 podle typu okuldru)

K

tubusovy koeficient (1 nebo 1,25)

G = zvétdeni objektivu (100x, 40x atd.)
3. Vypocitejte pocet charakteristickych fluoreskujicich bunék na 1 ml resuspendované pelety (N).

N=Cx1000fy xF

kde objem resuspendované pelety v kazdém okénku a

N
1l

= zfedovaci faktor resuspendované pelety.



4.7.2006

Utedni véstnik Evropské unie L 182/29

a)

b)

Dodatek 5

Média pro izolaci a kultivaci C. m. subsp. sepedonicus

Obecnd riistovd média

Zivny agar (Nutrient Agar = NA)

Zivny agar (Difco) 230¢g

Destilovand voda 1,001

Rozpustte slozky a sterilizujte v autokldvu pifi 121 °C po dobu 15 min.

Zivny dextrézovy agar (Nutrient dextrose agar = NDA)

Difco bakto zivny agar obsahujici 1 % D(+) glukdzy (monohydrétu). Sterilizujte v autokldvu pfi 115 °C po dobu 20 minut.

Kvasnicno-pepton-glukézovy agar (Yeast peptone glucose agar = YPGA)

Kvasnicovy extrakt (Difco) 50¢g
Baktopepton (Difco) 50¢
D(+)glukéza (monohydrat) 100 g
Baktoagar (Difco) 150¢
Destilovand voda 1,001

Rozpustte slozky a sterilizujte v autokldvu pfi 121 °C po dobu 15 min.

Médium s kvasnicovym extraktem a minerdlnimi solemi (Yeast extract mineral salts medium = YGM)

Kvasni¢ny extrakt (Difco) 20¢g
D(+)glukéza (monohydrat) 25¢
K,HPO, 025g
KH,PO, 025g
MgSO,.7H,0 0,1g
MnSO,.H,0 0015g
NaCl 0,05¢
FeSO,.7H,0 0,005 g
Baktoagar (Difco) 18¢g
Destilovand voda 1,001

Rozpustte slozky a sterilizujte 0,5 litru média v autokldvu pii 115 °C po dobu 20 minut.

Validovand selektivni riistovd média

Médium MTNA

Pokud neni uvedeno jinak, pochdzeji vSechny slozky médii z BDH.

Kvasnicovy extrakt (Difco) 20g
Manit 25¢g
K,HPO, 025¢
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KH,PO, 025g
NaCl 0,05g
MgSO,.7H,0 0,1g
MnSO,. H,0 0,015¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Agar (Oxoid ¢. 1) 16,0 g
Destilovana voda 1,001

Rozpustte slozky, upravte pH na 7,2. Po autokldvovani (pfi 121 °C po dobu 15 minut) a ochlazeni na 50 °C pridejte
antibiotika: trimethoprim 0,06 g, nalidixic acid 0,002 g, amphotericin B 0,01 g.

Mgjte v zdsobé roztoky antibiotik: trimethoprim (Sigma) a nalidixic acid (Sigma) (obé 5 mg/ml) v 96 % methanolu,
amphotericin B (Sigma) (1 mg/ml) v dimethyl sulfoxide. Zdsobni roztoky jsou sterilizované filtraci.

Pozndmka:

Trvanlivost zdkladniho média je 3 mésice. Po pfidani antibiotik je trvanlivost 1 mésic pfi skladovani v chladu.

Médium NCP-88

Zivny agar (Difco) 23¢g
Kvasni¢ny extrakt (Difco) 2g
D-manit 5¢
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgSO,,.7H,0 025¢g
Destilovana voda 1,001

Rozpustte slozky, upravte pH na 7,2. Po autokldvovédni a ochlazeni na 50 °C pfidejte ndsledujici antibiotika: Poly-
myxin B sulphate (Sigma) 0,003 g, nalidixic acid (Sigma) 0,008 g, Cycloheximide (Sigma) 0,2 g.

Antibiotika rozpustte v zasobnich roztocich nédsledovné: nalidixic acid v 0,01 M NaOH, cykloheximid v 50 % etha-
nolu, polymixin B sulfat v destilované vodé. Zdsobni roztoky jsou sterilizované filtraci.

Pozndmka:

Trvanlivost zdkladniho média je 3 mésice. Po pfiddni antibiotik je trvanlivost 1 mésic pfi skladovéni v chladu.



4.7.2006

Utedni véstnik Evropské unie L 182/31

Dodatek 6

Validované protokoly a ¢inidla pro PCR

Pozndmka:
Uvodni testovani by mélo umoznit reprodukovatelné zjisténi nejméné 10* az 10* bunék C. m. subsp. sepedonicus na 1 ml vzorkového extraktu.

Uvodni testovan{ by také nemélo vykazovat zddné falesné pozitivni vysledky se skupinou vybranych kment bakterii.

1. Vicendsobny PCR protokol s interni PCR kontrolou (Pastrik, 2000)

1.1 Oligonukleotidni primery

Primer PSA-1 5'- ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa-3’
Primer PSA -R 5'- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’
Primer NS-7-F 5'- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’
Primer NS-8-R 5'- tcc gea ggt tca cct acg ga -3’

Predpoklddand velikost amplikonu z DNA C. m. subsp. sepedonicus Sablony = 502 bp (sada PSA-primert).

Predpoklddand velikost amplikonu z interni PCR kontroly 18S rRNA = 377 bp (sada NS- primert).

1.2 Reakéni smés PCR

Cinidlo Mnozstvi na reakci Koneén4 koncentrace
Steriln{ voda (UPW) 15,725 ul
10x PCR pufr (1) (15 mM MgCl,) 2,5ul 1x (1,5 mM Mg(l,)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 pl 0,1%
Smés d-nTP (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer PSA-1 (10 pM) 0,5 ul 0,2 yM
Primer PSA-R (10 pM) 0,5l 0,2 M
Primer NS-7-F (10 pM) (%) 0,1 pl 0,04 uM
Primer NS-8-R (10 pM) (3 0,1l 0,04 uM
Taq polymeraza (5 U[pl) () 0,2 pl 1,00
Vzorkové mnozstvi 5,0 pl

Celkovy objem 25,0 ul

(*) Metody byly validovany za pouziti Taq polymerdzy Perkin Elmer (AmpliTaq nebo Gold) a Gibco BRL.

(%) Koncentrace primertt NS-7 F a NS-8-R byla optimalizovdna pro extrakci pupkové ¢asti bramboru za pouziti homogeniza¢ni
metody a purifikace DNA podle Pastrika (2000) (viz oddil 6.1 pism. a) a 6.2). Pfi pouZiti extrakce tfepanim nebo jinymi meto-
dami izolace DNA bude nutnd nova optimalizace koncentraci ¢inidla.

1.3 Reakéni podminky pro PCR

Postupujte podle nésledujictho programu:

1 cyklus: i) 3 minuty pii teploté 95 °C (denaturace DNA matrice)
10 cykli: ii) 1 minuta pii teploté 95 °C (denaturace DNA matrice)
iii) 1 minuta pfi teploté 64 °C (pfipojeni primert)
iv) 1 minuta pii teploté 72 °C (prodluzovani kopie)
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1.4

2.1

2.2

25 cykli: V)
vi)
vii)
1 cyklus: vii)
ix)
Pozndmka:

30 sekund pfi teploté 95 °C (denaturace DNA matrice)
30 sekund pfi teploté 62 °C (pfipojeni primert)

1 minuta pii teploté 72 °C (prodluzovani kopie)

5 minut pfi teploté 72 °C (zdvérecnd prodluZovani)

udrzujte pii teploté 4 °C.

Tento program je optimalizovan pro poufZiti s tepelnym cyklerem M]J Research PTC 200. Pfi pouziti jinych modeli bude moznd
nutnd modifikace krokd cykld ii), iii) iv), v), vi) a vii).

Analyzy ampliconu restriktivnim enzymem

Produkty PCR amplifikované z DNA C. m. subsp. sepedonicus produkuji charakteristickou mnohotvérnost délky frag-
mentu s enzymem Bgl Il po inkubaci pii teploté 37 °C po dobu 30 minut. Fragmenty ziskané z fragmentu specific-
kého pro C. m. subsp. sepedonicus maji rozméry 282 bp a 220 bp.

Piiprava naklddaciho pufru

Bromfenolovd modf (10 % zdsobni roztok)

Bromfenolovd modf

Destilovana voda

Naklddaci pufr

Glycerol (86 %)
Bromfenolovd modi (5,1)

Destilovana voda (bidestildt)

5¢
50 ml

3,5 ml
300 pl
6,2 ml

Pufr 10x Tris Acetit EDTA (TAE) pufr, pH 8,0

Trojity pufr
Ledovd kyselina octovd
EDTA (sodnd stil)

Destilovand voda

Pred pouzitim zfedte na 1x.

Také komercné dostupné (napf.

48,4 g
11,42 ml
3,72¢
1,001

Invitrogen nebo rovnocenné).
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1.

Dodatek 7

Validovand ¢inidla pro FISH Test

Oligosondy

Sonda specifickd pro Cms CMS-CY3-01: 5’- ttg cgg ggc gea cat cte tge acg -3’
Nespecifickd eubakteridlni sonda EUB-338-FITC:  5'- gct gec tee cgt agg agt-3’

Fixa¢ni roztok

[UPOZORNENTI: FIXACNI ROZTOK OBSAHUJE PARAFORMALDEHYD, KTERY JE TOXICKY! POUZIVEJTE RUKA-
VICE A NEVDECHUJTE. DOPORUCUJE SE PRACOVAT V DIGESTORL]

i)  Zahtejte 9 ml molekuldrné Cisté vody (napf. Ultra pure water = (UPW)) na teplotu piiblizné 60 °C a pridejte
0,4 g paraformaldehydu. Paraformaldehyd se rozpusti po ptidni 5 kapek 1N NaOH a zamichdni magnetickym
michadlem.

ii)  Upravte pH na 7,0 pfidanim 1ml fosfatového pufru 0,1 M (PB; pH 7,0) a 5 kapek HCI IN. Zkontrolujte pH
indika¢nim prouzkem a v piipadé potieby upravte pomoci HCl nebo NaOH.

[UPOZORNENI: V ROZTOCICH S PARAFORMALEDHYDEM NEPOUZIVEJTE MERIC PH!|

i)  Prefiltrujte roztok pfes membranovy filtr 0,22 pm a skladujte jej chrdnény pted prachem pfi teploté 4 °C do dal-
§tho pouziti.

iv)  Pozndmka:

Alternativni fixa¢ni roztok: 96 % etanol.

3x Hybmix
NaCl 2,7 M
Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)

EDTA (sterilizovany pfes filtr a autokldvovany) 15 mM

Ztedte az 1x, podle potieby.

Hybridiza¢ni roztok

1x Hybmix

Sodium dodecyl sulfat (SDS) 0,01 %
vzorek EUB 338 5 ngful
vzorek CMSCY301 5 ngful

Pfipravte mnozstvi hybridizacniho roztoku podle vypoctii v tabulce. Pro kazdé sklicko (obsahujici dvojmo 2 rdzné
vzorky) je tieba 90 ul hybridiza¢niho roztoku.

Tabulka: Doporucend mnozstvi pro piipravu hybridiza¢ni smési

2 sklicka 8 sklicek
Sterilni voda UPW 50,1 200,4
3x hybmix 30,0 120,0
1 % SDS 0,9 3,6
sonda EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0
sonda CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Celkovy objem (ul) 90,0 360,0

Pozn.:  Uchovévejte vSechny roztoky obsahujici lehké sensitivni oligosondy v temnu pfi teploté — 20 °C. Béhem pouziti chranite pfed
piimym slune¢nim zafenim nebo elektrickym svétlem.
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5. 0,IM fosfitovy pufr, pH 7,0

Na,HPO, 852g
KH,PO, 5,44 ¢
Destilovand voda 1,001

Rozpustte slozky, zkontrolujte pH a sterilizujte autokldvovanim pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Dodatek 8
Péstovini lilku vejcoplodého

Vysejte semena lilku vejcoplodého (Solanum melongena) do sterilntho vysevného substratu. Prepichujte semendcky s plné
rozvinutymi déloznimi listky (10 az 14 dni) do sterilntho péstebniho substratu.

Lilek by se mél péstovat ve skleniku za ndsledujicich podminek:

Délka dne: 14 hodin nebo piirozend délka dne, pokud je delsf;
Teplota: den: 21 az 24 °C,
noc: 15°C.

Vhodné odrtdy lilku vejcoplodého: ,Black Beauty*,
~Long Tom®,
,Rima*“,

Balsas®.

Dodavatel: viz internetova stranka http:|/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Dodatek 9

Gramovo barveni v Huckerové modifikaci (Doetsch, 1981) (!)

Roztok krystalové violeti

Rozpustte 2 g krystalové violeti v 20 ml 95 % etanolu.

Rozpustte 0,8 g stavelanu amonného v 80 ml destilované vody.

Smichejte oba roztoky.

Lugoliiv jodovy roztok

Jod lg
Jodid draselny 2¢g
Destilované voda 300 ml

Pevné latky spolecné rozetfete pomoci tloucku v misce. Nasypte do vody a michejte v uzaviené nddobé do rozpusténi.

Safraninovy roztok kontrastniho barviva

Zasobni roztok:

Safranin O 25¢g
95 % etanol 100 ml
Zamichejte a ulozte.

Redénf: 1:10 pro ptfpravu pracovniho roztoku.

Postup barveni

1. Pfipravte roztéry, vysuste na vzduchu a fixujte zahtdtim.

2. Zalijte sklicko roztokem krystalové violeti a nechte ptsobit 1 minutu.

3. Krétce omyjte pod tekouci vodou.

4. Zalijte Lugolovym jédovym roztokem a nechejte piisobit po dobu jedné minuty.
5. Opldchnéte pod tekouci vodou a vysuste savym papirem.

6.  Odbarvujte pomoci po kapkach pfiddvaného 95 % etanolu tak dlouho, pokud se vyplavuje barvivo, nebo ponoite za
jemného pohybovini do etanolu na dobu 30 sekund.

7. Opldchnéte pod tekouci vodou a vysuste savym papirem.
8.  Zalijte safraninovym roztokem a nechte ptisobit 10 s.
9.  Opldchnéte pod tekouci vodou a vysuste savym papirem.

Grampozitivni bakterie se zbarvi fialové modfe, gramnegativni bakterie se zbarvi rizovocervené.

(") Mohou se také pouzit komeréné dostupné roztoky nebo barvici soupravy.
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PRILOHA I

Pii kazdém podezieni z vyskytu, pro ktery byl ve vySetfovacim testu (vySetfovacich testech) podle metod uvedenych
v piiloze I zjistén pozitivni vysledek, a dokoncenim téchto metod by mélo byt podezieni potvrzeno nebo vyvraceno,
je tfeba zadrzet a vhodnym zptisobem konzervovat:

— vechny hlizy, které jsou soucdsti vzorku, a pokud mozno rostliny, které jsou soucésti vzorku,

— jakykoli zbyvajici vyluh a dodate¢né pripraveny materidl pro vysetfovaci test/y, napf. imunofluorescencni sklicka,

—  viechny piislusné podklady,

dokud nenf vyse uvedeny postup zcela ukoncen.

Zadrzeni hliz umozni piipadné testovani odrad.

V piipadé potvrzeni organismu je tieba zadrzet a vhodnym zptisobem konzervovat:

— materidl uvedeny v odstavci 1,

— vzorek napadeného materidlu lilku vejcoplodého naockovaného vyluhem z hlizy nebo rostliny,

— izolované kultury organismu

nejméné do jednoho mésice od oznamovactho postupu podle ¢l. 5 odst. 2.
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PRILOHA 11

Pro urceni rozsahu pravdépodobné kontaminace podle ¢l. 5 odst. 1 pism. b) je tieba zohlednit tyto Cinitele:

hlizy nebo rostliny péstované v misté produkce ozna¢eném za zamofené podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a),

mistofa produkce, které/d maji v rdmci produkéniho systému vztah k hlizdim nebo rostlindm oznacenym za
zamofené podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a), véetné téch, které uzivaji spolecné péstitelské zafizen{ a vybaveni piimo
nebo prostiednictvim spolecného dodavatele,

hlizy nebo rostliny péstované v misté/ech produkce uvedeném/ych v pfedchozi odrdzce nebo nachdzejici se
v takovém/vych mistéfech produkce béhem obdobi, kdy se hlizy nebo rostliny oznacené za zamotené podle
¢l. 5 odst. 1 pism. a) nachdzely v takovém misté produkce uvedeném v prvni odrdzce,

provozovny skladujici brambory z mist produkce uvedenych v odrdzkich vyse,

jakékoli zafizent, vozidlo, plavidlo, sklad, nebo jejich jednotky, a jakékoli jiné pfedméty véetné obalového mate-
ridlu, které mohly piijit do styku s hlizami nebo rostlinami oznacenymi za zamofené podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a),

jakékoli hlizy nebo rostliny, které se skladuji nebo jsou v kontaktu s jakymikoli stavbami nebo pfedméty vyjme-
novanymi v predchozi odrdzce pred ocistou a dezinfekei téchto pfedmétd a staveb,

v dusledku testtt uvedenych v ¢ldnku 6 hlizy nebo rostliny, které maji sestersky nebo matefsky vztah k hlizdm
nebo rostlindm, které byly oznaceny za zamortené podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a), a u nichzZ se, ackoli vysledek testt
na organismus mohl byt negativni, zamofeni jevi jako pravdépodobné vzhledem ke klonové souvislosti. Pro
potvrzeni identity zamofenych a klonové piibuznych hliz nebo rostlin 1ze provést testovani odrid,

misto/a produkce hliz nebo rostlin uvedenych v predchozi odrdzce.

Pro stanoveni mozného rozsiteni podle ¢l. 5 odst. 1 pism. ¢) je tieba zohlednit tyto ¢initele:

blizkost ostatnich mist produkce, kde se péstuji brambory nebo jiné hostitelské rostliny,

spolecnd produkce a pouziti zdsob sadbovych brambor.

Ozndmeni uvedend v ¢l. 5 odst. 2 prvnim pododstavci jsou stanovena nésledovné:

Bezprostiedné po potvrzeni ptitomnosti organismu laboratornimi testy, za pouZiti metod stanovenych v pii-
loze 1, alespori:

— ndzev odridy partie brambor,

— druh/typ (konzumni, sadba atd.) a v pfipadé potfeby kategorie sadbovych brambor.

Pokud hroz{ riziko zamofeni brambor z jiného ¢clenského statufjinych clenskych sttd nebo do jiného ¢lenského
statufjinych clenskych statd, musi ¢clensky stdt, v némz byl vyskyt potvrzen, neprodlené ozndmit dotéenému
¢lenskému statu/statim informace nezbytné ke splnéni ¢l. 5 odst. 3, jako napt.:

— ndzev odridy partie brambor,

— ndzev a adresa odesilatele a piijemce,

— datum dodévky partie brambor,
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— objem/velikost doddvky partie brambor,

— kopie rostlinolékarského pasu nebo alespon ¢islo rostlinolékaiského pasu v ptipadé potieby, nebo popii-
padg registracni ¢islo péstitele nebo obchodnika a kopie dodaciho listu.

Poskytnuti téchto informaci se neprodlené ozndmi{ Komisi.
—  Po ukonceni vech vysetieni, v kazdém piipadé:
— datum potvrzeni zamofeni,

iy s

— stru¢ny popis vySetieni provedeného k zjisténi zdroje a mozného rozsifeni zamofent, véetné stupné prove-
deného odbéru vzorkd,

— informace o zji§téném nebo predpoklddaném zdroji/zdrojich zamoten,

— podrobnosti o rozsahu oznaceného zamorent, véetné poctu mist produkce a poctu partif s uvedenim odrtudy
a u sadbovych brambor kategorie,

— podrobnosti 0 vymezené oblasti, véetné poctu mist produkce, kterd nebyla oznacena jako zamofend, ale
nachdzeji se v této oblasti,

— dal3f informace souvisejici s potvrzenym/i ohniskem/y, které si Komise ptipadné vyzdda.
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PRILOHA IV

1. Utedné kontrolovand opatfeni uvedend v &l. 7 odst. 1 jsou:

— pouziti jako krmivo pro zvifata po tepelné tpravé, kterd vylucuje riziko preziti organismu,

nebo

—  likvidace na tifedné schvdleném misté pro likvidaci odpadu, v némz nehrozi Zadné zjistitelné riziko tiniku pato-
gena do Zivotniho prostiedi, napf. prosaknutim na zemédélskou pidu,

nebo

—  spéleni,

nebo

— prumyslové zpracovani prostiednictvim piimé a okamzité doddvky na zpracovatelsky zavod s Gfedné schvilenym
zaf{zenim na likvidaci odpadu, u kterého bylo prokdzano, ze v ném nehrozi Zadné zjistitelné riziko rozsiteni
organismu, a se systémem ocisty a dezinfekce alespon odvozovych vozidel,

nebo

— jind opatfeni, pokud bylo prokdzdno, Ze nehrozi zddné zjistitelné riziko rozsifeni organismu; tato opatieni
a jejich odtivodnéni se oznamuji Komisi a ostatnim ¢lenskym statam.

Jakykoli zbyvajici odpad souvisejici s vyse uvedenym nebo vznikly z vyse uvedeného se musi zlikvidovat dfedné schva-
lenymi metodami podle pfilohy V této smérnice.

2. Vhodné pouziti nebo vhodnd likvidace hliz nebo rostlin oznacenych za pravdépodobné zamofené podle
¢l. 5 odst. 1 pism. b) a uvedenych v ¢l. 7 odst. 2 pod dohledem odpovédnych tfednich subjektti dotyénych ¢lenskych
statd pfi jejich vzdjemném informovani za tcelem zajisténi kontroly v kterémkoliv okamziku a se souhlasem odpo-
védnych tfednich subjekti clenskych statd, v nichz se brambory maji balit nebo zpracovévat, s ohledem na zafizeni
k likvidaci odpadii uvedend v prvni a druhé odrdzce, zahrnuje:

— jejich pouziti jako konzumnich brambor uréenych ke spotfebé, balenych pro piimou doddvku a pouziti, které
nevyzaduje zménu obalu, v misté s vhodnym zaf{zenim na likvidaci odpadu. S brambory urcenymi k péstovani
1ze ve stejném misté manipulovat pouze v piipadé, Ze se tak déje oddélené nebo po ocisté a dezinfekci,

nebo

— jejich poutziti jako konzumnich brambor urcenych k primyslovému zpracovani, a uréené pro p¥imé a okamzité
doddni zpracovatelskému zdvodu s vhodnym zafizenim na likvidaci odpadu a systémem ocisty a dezinfekce
alespont odvozovych vozidel,

nebo

— jiné pfiméfené vyuziti nebo odstranéni, pokud je stanoveno, Ze nehrozi Zddné zjistitelné riziko rozsifeni orga-
nismu, a Ze podléhd schvéleni vyse uvedenymi odpovédnymi Gfednimi subjekty.

3. Piislusnymi metodami pro ocistu a dezinfekci predmétti uvedenych v ¢l. 7 odst. 3 se rozumi takové metody, u kterych
bylo stanoveno, Ze nehrozi zidné zjistitelné riziko rozsifeni organismu, a tyto metody se pouziji pod kontrolou odpo-
védnych tfednich subjekti clenskych statd.
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4. Opatient, kterd maji clenské staty provést uvnité vymezené oblasti podle ¢l. 5 odst. 1 pism. ¢) a uvedené v ¢l. 7 odst. 4,

zahrnuji:

4.1 V mistech produkce oznacenych za zamofend podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a):

a)

na poli oznaceném za zamorené podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bud

béhem nejméné tif péstitelskych let ndsledujicich po roce oznaceni zamofent,

—  se pfijmou opatfeni na odstranéni plané rostoucich rostlin bramboru a ostatnich plané rostoucich
hostitelskych rostlin organismu,

— se nepéstuji zddné bramborové hlizy, rostliny ani osivo ¢ jiné plané rostouci hostitelské rostliny
organismu, p¥ipadné plodiny, pro které hrozi zjistitelné riziko rozsifeni organismu;

v prvnim skliziiovém obdob{ brambor ndsledujicim po obdobi upfesnéném v predchozi odrdzce, a pod
podminkou, Ze pole bylo pfi tifednich kontroldch v priibéhu alespont dvou po sobé jdoucich péstitel-
skych let pfed vysadbou shleddno prostym plané rostoucich rostlin bramboru a ostatnich plané ros-
toucich hostitelskych rostlin organismu, je povolena pouze produkce konzumnich brambor a sklizené
hlizy se testuji postupem podle piilohy I;

ve skliznovém obdobi brambor nésledujicim po obdobi uvedeném v piedchozi odrdzce a nésledujicim
po pifslusném rotaénim cyklu, ktery bude ¢init alespofi dva roky, pokud se maji péstovat sadbové
brambory, se brambory pouziji bud na sadbu nebo jako konzumni brambory a provede se dfedni
Setfeni podle ¢l. 2 odst. 1; nebo

béhem ctyi péstitelskych let ndsledujicich po roce oznaceni zamotent

—  se pfijmou opatfeni na odstranéni plané rostoucich rostlin bramboru a ostatnich plané rostoucich
hostitelskych rostlin organismu,

— pozemek se ponechd a udrzuje ladem nebo jako stdld pastvina s Castym nizkym seenim nebo
intenzivni pastvou;

v prvnim skliziiovém obdob{ brambor ndsledujicim po obdobi upfesnéném v predchozi odrdzce, a pod
podminkou, Ze pole bylo pii tifednich kontroldch v priibéhu alespont dvou po sobé jdoucich péstitel-
skych let pfed vysadbou shleddno prostym plané rostoucich rostlin bramboru a ostatnich plané ros-
toucich hostitelskych rostlin organismu, je povolena produkce na sadbu nebo konzumni brambory
a sklizené hlizy se testuji postupem podle piilohy [;

na viech ostatnich polich v zamofeném misté produkee, a pod podminkou, Ze odpovédné tfedni subjekty jsou
piesvédCeny, Ze riziko spojené s plané rostoucimi rostlinami bramboru a ostatnimi plané rostoucimi hostitel-
skymi rostlinami organismu bylo odstranéno:

v péstitelském roce po vyse oznaceném zamofeni se Zidné bramborové hlizy, rostliny ani osivo nebo jiné
plané rostouci hostitelské rostliny nepéstuji, nebo

se certifikované sadbové brambory mohou péstovat pouze jako konzumni,

v druhém péstitelském roce nésledujicim po oznaceni zamoteni se smi sdzet pouze certifikované sadbové
brambory nebo sadbové brambory, které byly Gfedné testovany na neptitomnost bakteridlni krouzkovi-
tosti bramboru a které se péstuji pod dfedni kontrolou na mistech produkce jinych, nez téch, kterd jsou
uvedena v bodu 4.1, a to bud na sadbu nebo jako konzumni{ brambory,

alesponi po dobu tiettho péstitelského roku nédsledujictho po oznaceni zamofeni se sdzeji pouze certifiko-
vané sadbové brambory nebo sadbové brambory, vypéstované pod tredni kontrolou z certifikovanych sad-
bovych brambor, bud na sadbu nebo jako konzumni brambory,



L 182/42

Utedni véstnik Evropské unie

4.7.2006

v kazdém péstitelském roce uvedeném v predchozi odrdzce se provedou opatieni na odstranéni ptipadné
piitomnych plané rostoucich rostlin bramboru a ostatnich plané rostoucich hostitelskych rostlin orga-
nismu, a na kazdém bramborovém poli se provede tGfedni testovani sklizenych brambor postupem podle
piilohy I;

neprodlené po oznaceni zamofeni podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) a po prvnim ndsledujicim péstitelském roce se
veskeré stroje a skladovaci prostory v misté produkce a pouzivané pii produkci brambor vycisti a dezinfikuji
podle potieby a pomoci pislusnych metod podle bodu 3;

v jednotkdch chrdnéné produkee, kde je mozné tiplné nahradit péstebni substrit,

se nesazeji Zadné hlizy, rostliny ani osivo, dokud nebyla produkce podrobena tifedné sledovanym opatfe-
nim na odstranéni organismu a na odstranéni veskerého materidlu hostitelskych rostlin véetné pfinejmen-
§im celkové vymény péstebniho substrdtu a ocisty a dezinfekce produkeni jednotky a veskerého zafizeni
a dokud ndsledné nebyl pfislusnymi Gfednimi subjekty udélen souhlas k péstovani brambor,

se brambory péstuji z certifikovanych sadbovych brambor nebo z minihliz ¢i mikrorostlin ziskanych z tes-
tovanych zdroji.

4.2 Aniz jsou dotcena opatfeni podle bodu 4.1, clenské staty uvniti vymezené oblasti:

a)

neprodlené po oznaceni zamoreni se veskeré stroje a skladovaci prostory v takovych zafizenich, které jsou pou-
zivany v souvislosti s produkci brambor, vycisti a dezinfikuji podle potieby a pomoci piislusnych metod podle
bodu 3;

neprodlené po oznaceni zamoteni a po dobu nejméné tif péstitelskych obdobi:

zajisti vlastnimi p¥islusnymi dfednimi subjekty kontrolu zafizeni, ve kterych se péstuji nebo skladuji bram-
borové hlizy nebo se s témito hlizami naklddd, jakoz i prostory, které pronajimaji pro mechanizaci pouzi-
vanou k produkci brambor,

vyzaduji, aby k vysadbé vech porostii bramboru uvnitf této oblasti byla pouzita jen certifikovand sadba
nebo sadba vypéstovana pod tfedni kontrolou, a aby se po sklizni testovaly brambory na sadbu vypésto-
vané v mistech produkce, kterd byla oznacena za pravdépodobné zamofend podle ¢lanku 5 odst. 1 pism.

b),

vyzaduji ve viech prostordch uvniti oblasti oddélené naklddani se sklizenymi zdsobami sadbovych bram-
bor od naklddani s konzumnimi bramborami, nebo provedeni systému ocisty a dezinfekce mezi naklddanim
se zasobami sadbovych a konzumnich brambor,

provadi tfedni $etfeni podle ¢l. 2 odst. 1;

vytvoi{ v piipadé potfeby program na ndhradu vSech zdsob sadbovych brambor po piiméfenou dobu.
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PRILOHA V

Utedné schvalené metody odstranéni/likvidace odpadu podle piflohy IV odstavce 1 musi splitovat ndsledujici ustanoven,
aby bylo vylouceno jakékoli zjistitelné riziko $ifeni organismu:

i)  Bramborovy odpad (v€etné vyfazenych brambor a bramborovych slupek) a jiny pevny odpad souvisejici s brambo-
rami (véetné piidy, kament: a jiného odpadového materidlu) se zlikviduji takto:

budto likvidaci na dGfedné schvaleném misté pro likvidaci odpadu, v némz nehrozi zddné zjistitelné riziko Gniku
organismu do prostiedi, napf. prosaknutim na zemédélskou ptidu. Odpad musi byt pfemistén piimo na misto
a pfitom byt izolovén tak, aby nehrozilo Zddné riziko ztrity odpadu,

nebo
spalenim,
nebo

jinymi opatfenimi, pokud bylo prokdzano, Ze nehrozi zidné zjistitelné riziko rozsifeni organismu; tato opatfen{
se oznamuji Komisi a ostatnim Clenskym statGm.

ii)  Tekuty odpad: pred likvidaci musi byt tekuty odpad obsahujici na povrchu pevné ¢astice podroben filtraci nebo sedi-
mentaci za dcelem likvidace téchto pevnych &dstic. Tyto pevné Cstice musi byt likvidovany podle pism. i).

Pevny odpad musi byt budto:

zahffvan minimdlné na 60 °C v jidie po dobu alespon 30 minut pfed likvidaci,
nebo

odstranén jinym zpusobem podléhajicim tfednimu schvileni a pod tfedni kontrolou, tak aby nehrozilo zidné
zjistitelné riziko, Ze by odpad mohl pfijit do styku se zemédélskou ptidou. Podrobnosti téchto opatieni se musi
oznamit ostatnim ¢lenskym statdm a Komisi.

Moznosti popsané v této piiloze se pouziji také na odpad spojeny s manipulaci, likvidaci a zpracovdnim zamorenych

partif.



