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SMERNICE KOMISE 2006/63/ES

ze dne 14. ¢ervence 2006,

kterou se méni pfilohy II az VII smérnice Rady 98/57/ES o ochrané proti Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al.

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 98/57/ES ze dne 20. ervence 1998
o0 ochrané proti Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. (1),
a zejména na ¢lanek 11 uvedené smérnice,

vzhledem k témto déivodiim:

Jednim z vyznamnych organisma $kodlivych pro bram-
bory a rajcata je Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al., ptvodce bakteridlni hnédé hniloby bramboru a bak-
teridlniho vadnuti bramboru a rajcete (ddle jen
,organismus"®).

Organismus se stdle vyskytuje v nékterych &astech
Spolecenstvi.

Smérnice 98/57[ES stanovila podrobnd opatfeni, kterd
maji byt piijata v ¢lenskych stitech na ochranu proti orga-
nismu, aby se zjistilo misto vyskytu a stanovil rozsah roz-
Sifeni, predeslo se jeho vyskytu a rozsifeni a pii zjisténi
vyskytu se zabrdnilo jeho rozsifeni a provddéla se
ochrannd opatfeni za tcelem jeho eradikace.

Od té doby doslo k vyznamnému pokroku v poznatcich
o biologii a v postupech zji§tovani a identifikace orga-
nismu a kromé toho praktické zkuSenosti ziskané pfi
ochrané proti organismu vyZaduji pfezkoumani nékolika
technickych ustanoveni tykajicich se ochrannych opatteni.

V disledku tohoto vyvoje se jevi jako nezbytné prezkou-
mat a aktualizovat opatfeni obsaZzend v nékterych piilo-
hach smérnice 98/57/ES.

Pokud jde o postupy zjistovani a identifikace, je zapra-
covana moderni detekéni metoda fluorescenéni hybridi-
zace (FISH). Rovnéz jsou zahrnuta zlepSeni metody
polymerazové fetézové reakce (PCR) i zlepSeni riznych

(1) Uf. vést. L 235, 21.8.1998, s. 1.

technickych prvki soucasnych postupti pro zjisténi a iden-
tifikaci a metody zjistovani a identifikace organismu v
jinych hostitelskych rostlindch, nez je brambor, ve vodé a

pudé.

Pokud jde o technické prvky ochrannych opatieni, jsou
pro né vypracovany zlepSené piedpisy pro: zpisob ucho-
vani testovanych vzorkd, aby bylo zajisténo vysledovani
organismu, prvky potfebné ke stanoveni rozsahu pravdé-
podobného zamofeni, podrobnosti ozndmeni kazdého
potvrzeného vyskytu organismu a pFislusnych zamote-
nych oblasti, opatfeni, kterd je tieba provést v mistech
produkce oznalenych jako zamofend a v rdmci vyme-
zenych oblasti. Kromé toho byly zapracoviny nékteré
piedpisy pro rajée, s ohledem na vyznam této rostliny jako
hostitelské rostliny organismu.

Opatfeni stanovend touto smérnici jsou v souladu se sta-
noviskem Stélého rostlinolékafského vyboru.

PRIJALA TUTO SMERNICE:

Cldnek 1

Prilohy II az VII smérnice 98/57/ES se nahrazuji pfislusnymi
znénimi v piiloze této smérnice.

1.

Cldnek 2

Clenské staty nejpozdéji do 31. biezna 2007 piijmou a zve-

fejni pravni a spravni piedpisy nezbytné pro dosazeni souladu
s touto smérnici. Neprodlené ozndm{ Komisi znén{ téchto pied-
pisti a srovnavaci tabulku mezi témito predpisy a touto smérnici.

Tyto predpisy pouziji od 1. dubna 2007.

Tyto predpisy pfijaté ¢lenskymi staty musi obsahovat odkaz na
tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz u¢inén pfi jejich tifed-
nim vyhlaSeni. Zptsob odkazu si stanovi ¢lenské staty.
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2. Clenské staty neprodlené sdéli Komisi znéni hlavnich usta-
noveni vnitrostatnich pravnich ptedpisti, které pfijmou v oblasti
plisobnosti této smérnice.

Cldnek 3

Tato smérnice vstupuje v platnost tietim dnem po vyhldSeni
v Urednim véstniku Evropské unie.

Cldnek 4

Tato smérnice je urCena ¢lenskym statim.

V Bruselu dne 14. cervence 2006.

Za Komisi
Markos KYPRIANOU
clen Komise
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PRILOHA

LPRILOHA II

SCHEMA TESTU PRO DIAGNOZU, Z]I§TI::NI’ A IDENTIFIKACI RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH)

YABUUCHI ET AL.

OBLAST PUSOBNOSTI SCHEMATU TESTU

Predlozené schéma popisuje rtizné postupy, které se tykajt:

i)  diagnézy hnédé hniloby v hlizdch bramboru a bakteridlntho vadnuti bramboru, rajéete a nékterych dalsich hostitel-

skych rostlin,

i)  zjisténi Ralstonia solanacearum ve vzorcich hliz bramboru, hostitelskych rostlin bramboru, hostitelskych rostlin rajcete

a jinych hostitelskych rostlin, vody a pudy,

iti)  identifikace Ralstonia solanacearum (R. solanacearum).
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ODDIL III:

ODDIL IV:
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OBECNE PRINCIPY

Optimalizované protokoly pro rtizné metody, schvédlend ¢inidla a podrobnosti pro piipravu testovanych a kontrolnich
materidld jsou uvedeny v dodatcich. Seznam laboratofi, které se podilely na optimalizaci a validaci protokold, je
v dodatku 1.

ProtoZe protokoly obsahuji zjistén{ karanténniho organismu a budou zahrnovat pouziti Zivotaschopnych kultur R. solana-
cearum jako kontrolnich materidld, bude nutné provadét postupy za vhodnych karanténnich podminek s odpovidajicim
zaf{zenim na odstranovani odpadu a za podminek pfislusnych povoleni vydanych tGfednimi orgdny pro karanténu rostlin.

Testovaci parametry musi zajistovat stdlé a reprodukovatelné zjisténi Grovni R. solanacearum jako stanovené prahy vybranych
metod.

Zcela nezbytnd je pfesnd piiprava pozitivnich kontrol.

Testovani podle pozadovanych praht také zahrnuje spravné nastaveni, idrzbu a kalibraci zafizeni, peclivé zachdzeni
s ¢inidly a jejich uchovédvani a vechna opatteni pro zamezeni kontaminace mezi vzorky, napt. oddéleni pozitivnich kon-
trol od testovanych vzorkd. Musi byt uplatnéno standardni fizeni kvality, aby se zabrdnilo administrativnim a jinym
chybdm, zvlasté pfi oznacovani a v dokumentaci.

Podezieni z vyskytu, jak je uvedeno v ¢l. 4 odst. 2 smérnice 98/57ES, naznacuje pozitivni vysledek z diagnostickych nebo
screeningovych testd provedenych na vzorku, jak je zndzornéno v nize uvedenych postupovych diagramech. Prvni pozi-
tivni screeningovy test (test IF, PCR/FISH, selektivni izolace) musi byt potvrzen druhym screeningovym testem zaloZeném
na jiném biologickém principu.

Pokud je prvni screeningovy test pozitivni, existuje podezfeni na infekci R. solanacearum a musi byt proveden druhy scree-
ningovy test. Pokud je i druhy screeningovy test pozitivni, pak je podezieni potvrzeno (podezieni z vyskytu) a musi se
pokracovat v testovan{ podle daného schématu. Jestlize je druhy screeningovy test negativni, pak vzorek neni povazovan
za infikovany R. solanacearum.

Potvrzend piftomnost podle ¢l. 5 odst. 1 smérnice 98/57[ES vyzaduje izolaci a identifikaci ¢isté kultury R. solanacearum
s potvrzenim patogenity.

ODDIL I

POUZITI POSTUPOVEHO DIAGRAMU

1. Detekéni schéma pro diagnézu hnédé hniloby a bakteridlniho vadnuti (Ralstonia solanacearum) hliz bram-
boru a rostlin bramboru, rajcete a jinych hostitelskych rostlin vykazujicich pfiznaky hnédé hniloby nebo bak-
teridlniho vadnuti

Postup testovani je urCen pro hlizy a rostliny bramboru s podezienim z vyskytu nebo typickymi piiznaky hnédé hni-
loby nebo bakteridlntho vadnuti. Zahrnuje rychly screeningovy test, izolaci patogena z infikovaného vodivého pletiva
na selektivni Zivné ptidé a v piipadé pozitivniho vysledku identifikaci kultury Ralstonia solanacearum.
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Hliza (hlizy) nebo rostlina (rostliny) bramboru, rajéete nebo jiného hostitele s pfiznaky
podezielymi z vyskytu na hnédou hnilobu nebo bakterialni vadnuti (')

( )
RYCHLE DIAGNOSTICKE TESTY (?)
Provedeni nejméné jednoho z nasledujicich testl
domnélé diagnézy:
<>— — test teéeni bakterialniho slizu (%)
— poly-B-hydroxybutyratovy test (4)
— sérologicky aglutinaéni test (%)
—test IF (8)/ FISH (") / ELISA (8) / PCR (°)

( IZOLACE VODIVEHO PLETIVA (") )

[ Kolonie s typickou morfologii (') j

R. solanacearum nezjistén
Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

( Ziskani Cisté kultury )

( IDENTIFIKACNI TESTY (%) )—#—( TEST PATOGENITY ('4) )

Oba testy potvrzuji Cistou kulturu R. solanacearum

‘ Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

Vzorek je infikovan R. solanacearum




L 206/42 Utedni véstnik Evropské unie 27.7.2006
" Popis pfiznaku naleznete v oddile I1.1.
? Rychlé diagnostické testy usnadriuji pfedbé&znou diagnézu, ale nejsou dokonalé. Negativni vysledek nezaruduje vzdy nepfitomnost
patogenu.
® Test na vytok slizu ze svazkl cévnich stonku je popsan v odd. VI.A.1.
* Test na pfitomnost granuli poly-B-hydroxybutyratu je popsan v odd. VI.A.2.
®) Sérologické aglutinacni testy bakterialniho slizu nebo extrakttl z pletiva vykazujiciho pfiznaky je popsan v odd. VI.A.3.
®) Test IF bakterialniho slizu suspendovaného ve vodé nebo extraktech pletiva vykazujiciho pfiznaky je popsan v odd. VI.A.5.
) Test FISH bakterialniho slizu suspendovaného ve vodé nebo extraktech pletiva vykazujiciho pfiznaky je popsan v odd. VI.A.7.
® Test ELISA bakterialniho slizu suspendovaného ve vodé nebo extraktech pletiva vykazujiciho pfiznaky je popsan v odd. VI.A.8.
®) Test PCR bakterialniho slizu suspendovaného ve vodé nebo extraktech pletiva vykazujiciho pfiznaky je popsan v odd. VI.A.6.
("% Patogen je obvykle snadno izolovatelny z rostlinného materialu vykazujiciho pfiznaky metodou ziedovacich roztérl (postupnym

fedénim) (viz oddil I1.3).
Typicka morfologie kolonie je popsana v oddile 11.3.d.

Kultivace mlze selhat pfi pokrocilych fazich infekce z divodu konkurence nebo bujného ristu saprofytickych bakterii. Jestlize jsou
priznaky infekce typické, ale izola¢ni test je negativni, musi se izolace opakovat, nejlépe kultivaci na selektivnich Zivnych padach.

Spolehliva identifikace Cistych kultur domnélého organismu R. solanacearum se provede pomoci testl popsanych v bodu VI.B. Dil¢i
specificka charakteristika je nepovinna, ale doporucuje se pro kazdy novy pfipad.
Test patogenity je popsan v bodu VI.C.
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2. Schéma pro zjiSténi a identifikaci Ralstonia solanacearum ve vzorcich hliz bramboru nevykazujicich p¥izna
Princip

Postup testovani je urcen ke zjistén{ latentnich infekei v hlizdch bramboru. Pozitivni vysledek alespoii ze dvou scree-
ningovych testl (viz pozndmka v diagramu 3), z nichz kazdy je zaloZen na jiném biologickém principu, musi byt
doplnén izolaci patogenu a déle, v piipadé izolace typickych kolonii, potvrzenim, Ze ¢&istd kultura je R. solanacearum.
Pozitivni vysledek pouze z jednoho screeningového testu neni dostacujici k tomu, aby byl vzorek povazovin za
podeziely.

Screeningové testy a izolaénf testy musi umoznit detekéni préh 10® az 10* bunék/ml resuspendované pelety zahrnuty
jako pozitivni kontroly v kazdé sérii testd.
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Vzorek hliz bramboru (") )
[
Extrakce a koncentrace patogenu (?) )
|
SCREENINGOVE TESTY VODIVEHO PLETIVA (3)
Test IF () / selektivni izolace (°) / test PCR (5) / test FISH (7)
Volitelny pomocny test: ELISA ()
|
( Prvni screeningovy test (°) )
R. solanacearum nezjistén
Vzorek neni infikovan
R. solanacearum
R. solanacearum nezjistén
Vzorek neni infikovan
R. solanacearum
( Selektivni izolace (°) a/nebo biotest (°) )
]
[ Kolonie s typickou morfologii ('°) j
R. solanacearum nezjistén
Vzorek neni infikovan
R. solanacearum
( Ziskani cisté kultury )
( IDENTIFIKACNI TESTY (2) )—<}—( TEST PATOGENITY ('3) ]
[ Oba testy potvrzuji istou kulturu R. solanacearum
‘ Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

[ Vzorek je infikovan R. solanacearum ]




27.7.2006 Utedni véstnik Evropské unie L 206/45

" 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 odd. I11.1.1.
®) Pokud jsou alespori dva testy zaloZzené na rtznych biologickych principech pozitivni, musi byt provedena izolace a potvrzeni. Provedte

nejméné jeden screeningovy test. Je-li test negativni, je vzorek povazovan za negativni. V pfipadé, Ze je test pozitivni, je pro validaci
prvniho pozitivniho vysledku nezbytny jesté jeden nebo vice screeningovych testd zaloZzenych na riznych biologickych principech. Je-li
druhy nebo dalsi test negativni, je vzorek povazovan za negativni. DalSi testy nejsou nutné.

*) Test IF je popsan v odd. VI.A.5.

®) Test selektivni izolace je popsan v odd. VI.A4.

®) Testy PCR jsou popsany v odd. VI.A.6.

@) Test FISH je popsan v odd. VI.A.7.

) Testy ELISA jsou popsany v odd. VI.A.8.

®) Biotest je popsan v odd. VI.A.9.

(%) Typicka morfologie kolonie je popsana v oddile 11.3.d.
]

Kultivace nebo biotest mohou selhat z dlivod(i konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Jsou-li ve screeningovych testech
ziskany pozitivni vysledky, ale izolacni testy jsou negativni, opakuijte izolacni testy z t¢ samé pelety nebo dodatenym odebranim
vodivého pletiva z blizkosti pupkového konce hliz stejného vzorku, pfipadné provedte test s dalSimi vzorky.

('3 Spolehlivé identifikace Cistych kultur podezielych na R. solanacearum se dosahne pomoci testli popsanych v oddile VI.B.
("®)  Test patogenity je popsan v oddile VI.C.
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3. Schéma pro zjisténi a identifikaci Ralstonia solanacearum ve vzorcich rostlin bramboru nevykazujicich p¥i-

znaky, rostlin rajcete nevykazujicich p¥iznaky nebo rostlin jinych hostitelskych rostlin nevykazujicich
pfiznaky

[ Vzorek Gasti stonku (')

( Extrakce a koncentrace patogenu (%)

SCREENINGOVE TESTY VODIVEHO PLETIVA (3)
Selektivni izolace (*) / test IF () / test PCR (%) / test FISH )
Volitelny pomocny test: ELISA (8), biotest (°

Kolonie s typickou morfologii ('°) V§echny provedené testy
po izolaci negatlvnl

R. solanacearum nezjistén

< Vzorek neni infikovan
R. solanacearum
' ANO '
( Ziskani Cisté kultury )

( IDENTIFIKACNI TESTY ('2) )—<>—( TEST PATOGENITY ("% )

Oba testy potvrzuji Cistou kulturu
R. solanacearum

Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

Vzorek je infikovan
R. solanacearum

— S O
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" Viz oddil 111.2.1., kde jsou uvedeny doporu¢ené velikosti vzorku.
® Metody extrakce a koncentrace patogenu jsou popsany v odd. I11.2.1.
® Pokud jsou alespori dva testy zaloZzené na rliznych biologickych principech pozitivni, musi byt provedena izolace a potvrzeni. Provedte

alesporni jeden screeningovy test. Je-li test negativni, je vzorek povazovan za negativni. V pfipadé, Ze je test pozitivni, vyZaduje se pro
validaci prvniho pozitivniho vysledku provedeni druhého nebo vice screeningovych testl zaloZenych na rdznych biologickych principech.
Je-li druhy nebo dalSi testy negativni, povazuje se vzorek za negativni. DalSi testy nejsou nutné.

*) Selektivni izolacni test je popsan v odd. VI.A.4.

®) Test IF je popsan v odd. VI.A.5.

®) Testy PCR jsou popsany v odd. VI.A.6.

@) Test FISH je popsan v odd. VI.A.7.

) Testy ELISA jsou popsany v odd. VI.A.8.

®) Biotest je popsan v odd. VI.A.9.

(%) Typicka morfologie kolonie je popsana v oddile 11.3.d.
]

Kultivace nebo biotest mohou selhat z dlivod(i konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Jsou-li ve screeningovych testech
ziskany pozitivni vysledky, ale izola¢ni testy jsou negativni, opakuijte izolaéni testy.

('?) Spolehlivé identifikace Cistych kultur, u kterych je podezieni, Ze se jedna o R. solanacearum se dosahne pomoci testu popsanych
v oddile VI.B.

("®)  Test patogenity je popsan v oddile VI.C.
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ODDIL II

PODROBNE METODY PRO Z]ISTENI RALSTONIA SOLANACEARUM V HLIZACH BRAMBORU

A V ROSTLINACH BRAMBORU, RA]CETE NEBO ]INYCH HOSTITELSKYCH ROSTLINACH S PRIZNAKY

1.1

1.2

1.3

2.1

2.2

HNEDE HNILOBY NEBO BAKTERIALNIHO VADNUTI

Pfiznaky (viz internetovd stranka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main)

Piiznaky u bramboru

Rostlina bramboru. Rand féze infekce v polnich podminkdch se rozpoznd vadnutim listi smérem k vrcholu rostliny
pii vysokych teplotdch béhem dne, pficemz v noci dochdzi k zotaveni. V ranych fizich vadnuti zistavaji listy zelené,
ale pozdgji zloutnou a objevuji se hnédé nekrézy. Dochdzi také k ohybani listti dolt. Vadnuti jednoho vyhonku nebo
celé rostliny se rychle stivd nevratnym a konci kolapsem a uhynutim rostliny. Z cévnich svazkti nap#¢ uifznutych
stonkt zvadlych rostlin obvykle vytékd hnédy a mléény bakteridlni sliz nebo je mozné sliz vymécknout. Pfi ponofeni
ufiznutého stonku svisle do vody se z cévnich svazkd tdhnou vldkna slizu.

Hliza bramboru. Hlizy bramboru je tieba piekrojit napfi¢ u pupkového konce a podélné pies pupkovy konec. V rané
fazi se infekce poznd podle lahvové Zlutého az svétle hnédého zabarveni cévniho prstence, ze kterého po nékolika
minutéch zatne prystit bledy krémov;’/ bakteriélnf sliz. Pozdéji se cévm’ Zbarveni stava V}’lraznéji hnédym a odumfem'
hlizy a z ocek mtze vytékat bakteridlni sliz a zpusobu e prllepem ¢astic pudy. Na slupce se mohou objevit Cervenoh-
nédd, lehce propadld postizend mista, zptsobend vnitinim kolapsem cévniho pletiva. V pokrocilejsich fazich infekce
je obvykly sekunddrni rozvoj mékkych hnilob bakteridlntho a houbového ptivodu.

Piiznaky u rajcete

Rostlina rajcete. Prvnim viditelnym pfiznakem je povadly vzhled nejmladsich listii. Za pfiznivych podminek pro pato-
gena (teplota pidy kolem 25 °C, pfi nasycené vzdusné vlhkosti) se béhem nékolika mdlo dni rozvine kroucent listi
smérem dolt a vadnuti na jedné strané rostliny nebo celé rostliny, které kon¢f jejim tplnym odumienim. Za méné
piiznivych podminek pro patogena (teplota piidy méné nez 21 °C) rostlina tolik nevadne, ale na stonku se maze
tvorfit véts{ pocet postrannich vyhont. Je mozné pozorovat vodou nasdklé pruhy od spodu stonku, které jsou dokla-
dem odumirdni cévniho systému. Pfi pfi¢ném fezu stonkem vylucuji hnédé zbarvend vodivé pletiva bily nebo naz-
loutly bakteridlni sliz.

Piiznaky u jinych hostitela

Rostliny Solanum dulcamara a S. nigrum. Za normalnich podminek jsou u téchto plevelnych hostitelskych rostlin z¥{d-
kakdy pozorovény piiznaky vadnuti, pokud teploty ptidy neptevysuji 25 °C nebo nenf extrémné vysokd koncentrace
inokula (napf. u rostliny S. nigrum rostouci u nemocné rostliny bramboru nebo rajcete). Pii vadnuti jsou piznaky
stejné jako u rostliny rajcete. Nevadnouci rostliny S. dulcamara, kterd md stonky a kofeny ve vodé, mohou vykazovat
vnitini svétle hnédé zbarveni vodivych pletiv na pii¢ném fezu spodni &asti stonku nebo &asti stonku pod vodou.
Z tezu cévnich svazki mohou vytékat bakterie nebo mohou tvofit vldkna slizu, jestlize je fez stonku ponofen svisle
do vody, a to i pfi absenci pfiznakd vadnuti.

Rychlé screeningové testy

Rychlé screeningové testy mohou napomoci predbézné diagnéze, ale nejsou dostacujici. Pouzijte jeden nebo vice
nésledujicich platnych testi:

Test na vytok slizu ze stonku

(Viz oddil VL.A.1)

Test na pfitomnost granuli poly-f-hydroxybutyrdtu (PHB)

Charakteristické granule PHB v bunkach R. solanacearum jsou zviditelnény obarvenim tepelné fixovanych skvrn bak-
teridlniho slizu z infikovaného pletiva na mikroskopickém sklicku nilskou modi{ A nebo siddnskou cerni (Viz
oddil VLA.2).
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2.3 Sérologické aglutinaéni testy

(Viz oddil VLA.3)

2.4 Jiné testy

4.

1.1

Dalsimi vhodnymi rychlymi screeningovymi testy jsou test IF (viz oddil VL.A.5), test FISH (viz oddil VI.A.7), testy
ELISA (viz oddil VI.A.8) a testy PCR (viz oddil VI.A.6).

Postup pii izolaci

a)

Odeberte sliz nebo vrstvu zbarveného pletiva z cévniho prstence hlizy bramboru nebo z cévnich vldken stonku
rostliny bramboru, rajcete nebo jiné vadnouci hostitelské rostliny. Suspendujte je v malém mnozstvi steriln{ desti-
lované vody nebo 50mM fosfatového pufru (dodatek 4) a nechte 5-10 minut stat.

Pfipravte fadu desetindsobnych fedéni suspenze.

Pieneste 50-100 pl suspenze a roztoku na universalni zivnou piidu (NA, YPGA nebo SPA; viz dodatek 2) a/nebo
Kelmanovo tetrazolové médium (dodatek 2) a/nebo validované selektivni médium (napf. SMSA, viz dodatek 2).
Rozetfete metodou zfedovacich roztérd. Pripravte pifpadné samostatné misky s roziedénou bunéénou suspenzi
R. solanacearum biovar 2 k pozitivni kontrole.

Nechte inkubovat 2—6 dnf pfi teploté 28 °C.

— Na universdln{ zivné padé vytvdreji virulentni izoldty R. solanacearum perlové krémové bilé, ploché, nepra-

videlné a fluidni kolonie, ¢asto s charakteristickymi spirdlkami ve stiedu. Avirulentni formy R. solanacearum
tvof{ malé kruhové nefluidni méslovité kolonie, které jsou zcela krémové bilé.

— U Kelmanova tetrazolového média a média SMSA jsou spirdlky krvavé cervené zbarvené. Avirulentni formy

R. solanacearum tvoif malé kruhové nefluidni maslovité kolonie, které jsou zcela temné Cervené.

Identifikacni testy Ralstonia solanacearum

Testy potvrzujici vyskyt R. solanacearum v podezielych izoldtech jsou popsiny v bodu VLB.

ODDIL III

Podrobné metody pro zjisténi a identifikaci Ralstonia solanacearum ve vzorcich bezp¥iznakovych hliz
bramboru

Piiprava vzorkl

Pozndmka:

Standardni velikost vzorku je 200 hliz na jeden test. Intenzivnéjsi vzorkovéni vyzaduje vice testll na vzorcich této velikosti.

s méné nez 200 hlizami, pokud je k dispozici mensi mnozstvi hliz
Validace vSech niZe uvedenych zjistovacich metod je zaloZend na testovani vzorku o velikosti 200 hliz.

Extrakt bramboru popsany niZe miize byt rovnéZ pouzit pro zjisténi ptivodce bakteridlni krouzkovitosti bramboru, Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus.

Nepovinné osetfeni pied pi{pravou vzorku:

a)

Inkubace vzorka pii teploté 2-30 °C po dobu az 2 tydni pfed testovinim na podporu mnozeni viech popu-
laci R. solanacearum.

Omyjte hlizy. Pouzijte vhodné desinfekéni prostiedky (s obsahem chléru, jestlize md byt proveden PCR test,
pro odstranéni patogenni DNA) a myci prostiedky mezi kazdym vzorkem. Nechte hlizy oschnout na vzdu-
chu. Tento postup myti je vhodny (neni vSak vyzadovdn) zvldsté v piipadé, kdyz je ve vzorcich piili§ zeminy
nebo jestlize ma byt proveden test PCR nebo piimd izolace.
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1.1.1

Pomoci c¢istého a dezinfikovaného skalpelu nebo noze na zeleninu odstrante slupku na pupkovém konci kazdé
hlizy, tak aby bylo viditelné vodivé pletivo. Opatrné vyfiznéte malé vykrojky vodivych pletiv na pupkovém
konci a mnozstvi pletiva nezahrnujici cévni svazky omezte na minimum (viz internetovd strinka
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home /main).

Pozn.:  Dejte stranou viechny (hnijici) hlizy s podezfelymi pfiznaky hnédé hniloby a testujte je oddélené.

Pokud jsou pii vyfiznuti vykrojku zji§tény pfiznaky podezieni na hnédou hnilobu, mélo by byt provedeno vizualni vyse-
teni takové hlizy na fezu hlizy na pupkovém konci VSechny nafiznuté hlizy s podezielymi pfiznaky by se mély uchovavat
po dobu nejméné 2 dnt pfi pokojové teploté, aby mohlo dojit ke zkorkovaténi (suberizaci) a potom by mély byt hlizy
uchovany v chladu (4-10 °C) za fddnych karanténnich podminek. Viechny hlizy véetné hliz s podezielymi ptiznaky by
mély byt uchovény podle piilohy III.

Ulozte vykrojky z pupkové ¢asti do nepouzitych nddob na jedno pouziti, které jsou uzaviratelné a/nebo utésnitelné
(v ptipad¢, Ze nddoby jsou znovu pouzivany, musi byt dikladné vycistény a dezinfikovany prostiedky s obsahem
chléru). Nejlépe je zpracovat vykrojky z pupkového konce okamzité. Neni-li to mozné, uchovavejte je v nddobé
bez piidani pufru; v chladu nejdéle 72 hodin nebo pii pokojové teploté nejdéle 24 hodin.

Vykrojky z pupkovych koncti zpracujte jednim z nésledujicich postupt:

a)  Budto zalijte vykrojky dostate¢nym mnozstvim (pfiblizné 40 ml) extrakéntho pufru (dodatek 4) a tiepejte
v rota¢ni tiepacce (50-100 ot./min) 4 hodiny pfi teploté niz$i nez 24 °C nebo 16-24 hodin chlazené,

nebo

b) homogenizujte vykrojky dostate¢nym mnozstvim (pfiblizné 40 ml) extrakéntho pufru (dodatek 4) bud v mixéru
(napf. Waring nebo Ultra Thurax) nebo drcenim v utésnéném maceraénim sacku na jedno pouziti (napf. silny
polyethylenovy sicek Stomacher nebo Bioreba, 150 mm x 250 mm, sterilovany zdfenim) pomoci gumového
tloucku nebo vhodného mleciho zafizeni (napf. Homex).

Pozn.: P homogenizaci vzorki pomoci mixéru existuje vysoké nebezpeci kiizové kontaminace vzorkd. Ucinte bezpecnostni opa-
tfeni pro zamezeni vzniku aerosolu nebo rozliti béhem extrakéniho procesu. Zajistéte, abyste pro kazdy vzorek pouzili
Cerstvé sterilované noze (ostif) a nadoby. Pii testu PCR zabrante pfenosu DNA na nddobach nebo v mlecim pristroji. U testu
PCR se doporucuje pouzit drceni v saccich na jedno poutziti a pouziti zkumavek na jedno pouziti.

Dekantujte supernatant. Je-li pfili§ zakaleny, procistéte bud pomalym odstiedovinim (nejvys 180 g po dobu 10
minut pii teploté 4-10 °C) nebo vakuovou filtraci (40-100 pm), filtr omyjte pfidavkem (10 ml) extrakéniho pufru.

Zahustéte bakteridlni frakci odstfedovdnim, 7 000 g po dobu 15 minut (nebo 10 000 g po dobu 10 minut) pii
teploté 4-10 °C a odstrafite supernatant, aniz by se rozvifila peleta.

Resuspendujte peletu v 1,5 ml peletového pufru (dodatek 4). Pouzijte 500 pl pro R. solanacearum, 500 pl pro Clavi-
bacter michiganensis subsp. sepedonicus a 500 pl pro referencni éely. Piidejte sterilni glycerol na kone¢nou koncen-
traci 10-25 % (v/v) k 500 pl referencni pomérné ¢asti a ke zbyvajici ke zbyvajici ¢asti vzorku, promichejte vifenim
a uloZte pii teploté — 16 az — 24 °C (tydny) nebo — 68 az — 86 °C (mésice). Extrakty uchovejte béhem testovani pfi
teploté 4-10 °C.

Opakované zmrazeni a rozmrazeni se nedoporucuje.

Je-li nutnd pieprava extraktu, zajistéte pfepravu v chladicim boxu s dorucenim do 24 az 48 hodin.

Je nezbytné nutné, aby viechny pozitivni kontroly a vzorky R. solanacearum byly uchovany a zpracovany oddéleng,
aby se zabrdnilo vzdjemné kontaminaci. To plati pro sklicka IF a vechny testy.
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1.2

2.1

2.1.1

Testovani

Postupové diagramy a popisy testl a optimalizovanych protokolii najdete v p¥islusnych dodatcich:
Selektivni izolace (viz oddil VI.A.4)

IF test (viz oddil VI.A.5)

Testy PCR (viz oddil VL.A.6)

Test FISH (viz oddil VI.A.7)

Testy ELISA (viz oddil VL.A.8)

Biotest (viz oddil VLA.9)

Podrobné metody pro zjisténi a identifikaci R. solanacearum ve vzorcich bezp¥iznakovych rostlin bramboru,
rajcete nebo jinych hostitelskych rostlin

Pfiprava vzorku

Pozn.: Pro tGcely detekee latentnich populaci R. solanacearum se doporucuje testovat smiSené vzorky. Postup lze vhodné pouzit na
smiSené vzorky o poctu az 200 stonkovych ¢asti. Provadi-li se prazkum, mél by byt zaloZen na statisticky reprezentativnim
vzorku zkoumané rostlinné populace.

Do uzaviené sterilni nddoby ulozte 1-2 cm dlouhé kousky stonkd podle ndsledujictho postupu vzorkovani:

Rajcatovd sazenice z predpéstirny: Cistym dezinfikovanym nozem odeberte kousek dlouhy 1 ¢cm z paty kazdého stonku
hned nad drovni zemé.

Rostliny z pole nebo skleniku: Cistym dezinfikovanym nozem odeberte nejspodnéjsi postranni vyhonek z kazdé rost-
liny uffznutym hned nad spojenim s hlavnim stonkem. Odeberte nejspodnéjsi, 1 cm dlouhy dil z kazdého vyhonku.

Jiné hostitelské rostliny: Cistym dezinfikovanym nozem nebo zahradnickymi ntizkami odeberte 1 cm dlouhy dil z paty
kazdého stonku hned nad drovni zemé. U lilku potméchuti (S. dulcamara) nebo jinych hostitelskych rostlin ros-
toucich ve vodé odeberte 1-2 cm dily ze stonku pod vodou nebo oddenki s vodnimi kofeny.

Pfi vzorkovéni ur¢ité oblasti se doporucuje testovat statisticky representativni vzorek o poctu nejméné 10 rostlin
na 1 vzorkovaci misto pro kazdou potencidlni plevelnou hostitelskou rostlinu. Detekce patogenu bude nejspolehli-
v&jsi v obdobi pozdniho jara, léta a podzimu, ackoli pfirozenou infekci je mozné zjistit po cely rok u viceleté Sola-
num dulcamara rostouci ve vodnich tocich. Mezi zndmé hostitelské rostliny patii plevelné rostliny bramboru, Solanum
dulcamara, S. nigrum, Datura stramonium a dal3i zdstupci Celedi Solanaceae. Dalsimi hostitelskymi rostlinami jsou rost-
liny rodu Pelargonium spp. a Portulaca oleracea. N&které evropské plevelné druhy, které mohou hostit populace R.
solanacearum biovar 2[Race 3 v kofenech a/nebo oddencich za specifickych podminek, zahrnuji Atriplex hastata,
Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus scle-
ratus, Rorippa spp, Rumex spp., Silene alba, S. nutans., Tussilago farfarra a Urtica dioica.

Pozn: V této fazi je mozné provést vizudlni Setfeni vnitinich pfiznaka (zbarveni cév nebo bakteridlni sliz). Dejte stranou jakykoli
dil stonku s pfiznaky a testujte oddélené (viz oddil II).

Krétce dezinfikujte ¢dsti stonku 70 % etanolem a ihned vysuste savym papirem. Potom zpracujte ¢sti stonku jed-
nim z nasledujicich postupt:

a)  Budto zalijte ¢asti dostate¢nym mnoZstvim (ptiblizné 40 ml) extrakénitho pufru (dodatek 4) a tfepejte na rotacni
tiepacce (50-100 ot./min) 4 hodiny pfi teploté do 24 °C nebo 16-24 hodin chlazené, nebo

b) ihned zpracujte drcenim &dsti v pevném maceraénim sicku (napf. Stomacher nebo Bioreba) s pfiméfenym
mnozstvim extrakéniho pufru (dodatek 4) pomoci gumového tloucku nebo vhodného mleciho zafizeni (napt.
Homex). Neni-li to mozné, ulozte ¢dsti stonki v chladu nejdéle na 72 hodin nebo pii pokojové teploté na 24

hodin.
Po usazeni, které ma trvat 15 minut, dekantujte supernatant.

Dal3{ procistovani extraktu nebo zahustovani bakteridlni frakce obvykle nenf tieba, ale 1ze jej provést filtraci ajnebo
odstiedovanim popsaném v oddile III. 1.1.3 az 1.1.5.
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2.1.5 Rozdélte ¢isty nebo koncentrovany vzorkovy extrakt na dva stejné dily. Jeden dil testujte pii teploté 4-10 °C a druhy
dil skladujete v 10-25 % (v/v) sterilnim glycerolu pfi teploté — 16 az — 24 °C (tydny) nebo — 68 azZ — 86 °C (mésice)
pro piipadné dalsi testovani.

2.2 Testovani

Postupové diagramy a popisy testl a optimalizovanych protokolt najdete v pfislusnych dodatcich:
Selektivni izolace (viz oddil VI.A.4)

Test IF (viz oddil VL.A.5)

Testy PCR (viz oddil VL.A.6)

Test FISH (viz oddil VL.A.7)

Testy ELISA (viz oddil VLA.8)

Biotest (viz. oddil VI.A.9)
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ODDIL IV

1. Schéma pro zjiSténi a identifikaci R. solanacearum ve vodé

[ Vzorek vody (") )

( Koncentrace patogenu (?) )

SCREENINGOVY TEST
Selektivni izolace (%)
Volitelné pomocné testy: bioesej (*) / obohaceni PCR (%) / obohaceni ELISA (%)

Kolonie s typickou morfologii (7)
po izolaci

R. solanacearum nezjistén
< NE (3) Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

( Ziskani Cisté kultury )
( IDENTIFIKACNI TESTY (%) )—<

Oba testy potvrzuji R. solanacearum

Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

hd

TEST PATOGENITY () ]

Vzorek infikovan
R. solanacearum
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" Viz oddil IV.2.1, kde jsou uvedeny doporucené postupy vzorkovani.

® Metody koncentrace patogenu jsou popsany v oddile IV.2.1. Koncentrace zvétSuje populaci jak patogenu, tak konkurenénich
saprofytickych bakterii a doporucuje se jen tehdy, jestlize nebrani izola¢nimu testu.

®) Selektivni izolaéni test je popsan v odd. VI.A 4.

*) Biotest je popsan v odd. VI.A.9.

® Metody obohacovaciho testu PCR jsou popsany v oddile VI.A.4.2 a VI.A.6.

) Metody obohacovaciho testu ELISA jsou popsany v oddilech VI.A.4.2 a VI.A.8.
@) Typicka morfologie kolonie je popsana v oddile 11.3.d.

©®) Kultivace mGze selhat z dlivodd konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Je-li podezieni, Ze velka saprofyticka populace
ovlivni spolehlivost izolace, opakujte izola¢ni testy po zfedéni vzorku sterilni vodou.
©®) Spolehliva identifikace podezielych Eistych kultur R. solanacearum se dosahne pomoci testli popsanych v oddile VI.B.

(") Test patogenity je popsan v oddile VI.C.
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2.1

2.2

Metody detekce a identifikace R. solanacearum ve vodé
Princip

Validované schéma detekce popsané v tomto oddile je pouzitelné k detekei patogenu ve vzorcich povrchové vody
a rovnéz miize byt pouzito k testovan{ vzorkii odpadni vody ze zpracovdni brambor a odpadni vody. Je viak nutné
zminit, Ze oCekdvand citlivost detekce se 1isi v zdvislosti na substratu. Citlivost testu selektivni izolace je ovliv-
fiovdna populacemi konkuren¢nich saprofytickych bakterii, kterych je obecné mnohem vice v odpadni vodé ze
zpracovan{ brambor a odpadni vod¢ nez v povrchové vodé. Zatimco niZze uvedené schéma pfedpoklddd detekei asi
10 bunék/litr povrchové vody, citlivost detekce v odpadni vodé ze zpracovan{ brambor a odpadn{ vodé bude prav-
dépodobné podstatné nizsi. Z tohoto divodu se doporucuje testovat odpadni vodu po provedeni né&akého &is-
tictho postupu (napf. sedimentace nebo filtrace), pfi nichz dojde ke snizeni saprofytickych bakteridlnich populaci.
Omezen citlivosti testovaciho schématu by mélo byt brano v tivahu pii hodnoceni spolehlivosti v pfipadé ziskdn{
negativnich vysledkt. Vzhledem k tomu, Ze se toto schéma pouzivd aspéné k mapovani vyskytu nebo nep¥itom-
nosti patogenu v povrchové vodg, je tieba si uvédomit jeho omezeni pii pouziti k podobnému mapovani v odpadni
vodé ze zpracovani brambor a v odpadni vodé.

Piiprava vzorku

Pozn.:
—  Zjisténi R. solanacearum v povichové vodé je nejspolehlivéjsi v obdobi pozdniho jara, léta a podzimu, kdy teplota vody prekracuje 15 °C.

—  Opakované vzorkovani v rizné dobé béhem vyse uvedenych obdobi na urcenych vzorkovacich mistech zvysi spolehlivost
zjisténi snizenim vlivii vykyva povétrnostnich podminek.

—  Vezméte v Gvahu a¢inky silnych destt a geografii vodniho toku, abyste se vyhnuli znaénému ziedéni, které by mohlo vyskyt
patogenu zastiit.

—  Odeberte vzorky vody v blizkosti hostitelskych rostlin, pokud jsou pfitomny.

Na vybranych vzorkovacich mistech odeberte vzorky vody do sterilnich zkumavek nebo lahvicek na jedno pouziti,
pokud mozno 30 cm pod hladinou a 2 m od biehu. Pii vzorkovani odpadni vody ze zpracovéni a odpadni vody
odeberte vzorky z mista vytoku odpadni vody. Doporucend velikost vzorku je 500 ml. Je-li upfednostiiovana mensi
velikost, doporucuje se odebrat vzorky nejméné 3krat pro kazdé vzorkovaci misto, z nichz kazdy bude obsahovat

2 opakované dil¢i vzorky o velikosti nejméné 30 ml. PFi intenzivnim mapovani vyberte nejméné 3 vzorkovaci mista
na kazdé 3 km vodniho toku a zajistéte, Ze p¥itoky jsou rovnéz podrobeny vzorkovani.

Vzorky piepravujte v chladu a temnu (4-10 °C) a testujte do 24 hodin.
Je-li potieba, mtize byt provedena koncentrace bakteridlni frakce pomoci nédsledujicich metod:

a)  Odstredujte 30-50 ml dil¢i vzorky pti 10 000 g po dobu 10 minut (nebo 7 000 g po dobu 15 minut), pokud
mozno pii teploté 4-10 °C, slijte kapalinu nad usazeninou a resuspendujte peletu v 1 ml pufru (dodatek 4).

b)  Provedte filtraci pfes membrdnu (minimdlni velikost péra 0,45 pm) s ndslednym promytim filtru v 5-10 ml
peletového pufru a zachycenim filtrdtu. Tato metoda je vhodnd pro velké objemy vody, které obsahuji maly
pocet saprofytd.

Koncentrace se obvykle nedoporucuje u vzorkt vody ze zpracovani brambor nebo u vzorkd odpadni vody, pro-
toze zvysend populace konkuren¢nich saprofytickych bakterii inhibuje detekei Ralstonia solanacearum.

Testovani

Viz postupovy diagram a popis testd v piislusnych dodatcich.
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ODDIL V

1. Schéma pro zjisténi a identifikaci R. solanacearum v padé

( Vzorek pudy (')

( Extrakce patogenu

SCREENINGOVY TEST J

Selektivni izolace (2)
Volitelny pomocny test: obohaceni PCR (%) / bioesej (*

Kolonie s typickou morfologii (5 I £ ( V&echny testy negativni
po izolaci

l

R. solanacearum nezjistén
< NE (°) Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

( Ziskani ¢isté kultury )
[ IDENTIFIKACNI TESTY (') )—<

Oba testy prokazuji gistou kulturu
R. solanacearum

Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

Vzorek infikovan
R. solanacearum

hd

TEST PATOGENITY (8) )
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Viz odd. V.2.1, kde jsou uvedeny doporucené postupy vzorkovani.
Selektivni izola¢ni test je popsan v odd. VI.A.4.

Obohacovaci PCR testy jsou popsany v odd. VI.A.4.2 a VI.A.6.
Biotest je popsan v odd. VI.A.9.

Typicka morfologie kolonie je popsana v odd. 11.3.d.

Kultivace muze selhat z dlivodli konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Je-li podezieni na vliv saprofytické populace na
spolehlivost izolace, opakujte testy selektivni izolace po dal$im zifedéni vzorku.

@) Spolehliva identifikace podezielych Eistych kultur R. solanacearum se dosahne pomoci testli popsanych v oddile VI.B.
® Test patogenity je popsan v oddile VI.C.
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2.1

2.1.2

2.2

Metody pro zjisténi a identifikaci R. solanacearum v pidé
Principy

Platné detek¢ni schéma popsané v tomto oddile je pouzitelné pro detekci patogenu ve vzorcich ptdy, ale maze byt
rovnéz pouzito k testovani vzorkd pevného odpadu pfi zpracovani brambor nebo kalu z odpadni vody. Je vsak
nutné poznamenat, Ze tyto metody nejsou dostatecné citlivé, aby zarucovaly detekci nizkych nebo nepravidelné
rozptylenych populaci Ralstonia solanacearum, které se mohou vyskytovat v pfirozené infikovanych vzorcich téchto
substratu.

PFi hodnocent spolehlivosti vech ziskanych negativnich vysledkd a také pii sestavovéni pfehledd urcujicich piitom-
nost patogenu v puidé nebo kalu je tieba vzit v tivahu omezenou citlivost tohoto testovactho schématu. Nejspole-
hlivéjsim testem pitomnosti patogenu v polni ptdé je vypéstovani nachylné hostitelské rostliny a jeji sledovéni,
zda nenf infikovana, ale i pfi pouZiti této metody unikne nizky stupen zamofeni pozornosti.

Piiprava vzorku

Vzorkovéni polni ptidy by se mélo fidit standardnimi principy pouZivanymi pro vzorkovani hlist. Na jeden vzorek
shromdzdéte 0,5 az 1 kg ptidy ze 60 mist v 0,3 ha z hloubky 10-20 cm (nebo v mifZzce 7 x 7 m). Je-li podezfeni
na vyskyt patogenu, zvyste pocet sbérnych mist na 120 v 0,3 ha. Pred testovanim uchovejte vzorky pfi teploté
12-15 °C. Kal ze zpracovani brambor a kanalizace navzorkujte shromdzdénim celkem 1 kg z mist reprezentujicich
celkovy objem testovaného kalu. Pred testovanim kazdy vzorek dobfe promichejte.

Rozptylte dil¢i vzorky 10-25 g pudy nebo kalu rota¢ni tfepackou (250 ot./min) v 60-150 ml extrakéniho pufru
(dodatek 4) po dobu 2 hodin. Je-li tieba, pfiddni 0,02 % sterilntho Tween-20 a 10-20 g sterilnich kamink maze
napomoci disperzi.

Béhem testovani udrzujte suspenzi v teploté 4 °C.

Testovani

Postupovy diagram a popis testil najdete v pfislusném dodatku.

ODDIL VI

OPTIMALIZOVANE PROTOKOLY PRO Z]I§TI::NI’ A IDENTIFIKACI R. SOLANACEARUM

A. DIAGNOSTICKE A DETEKCNI TESTY

1.

Test na vytok slizu ze stonku

Pritomnost R. solanacearum ve stoncich vadnoucich rostlin bramboru, rajcete nebo jinych hostitelskych rostlin maze
ukdzat ndsledujici jednoduchy test pravdépodobného vyskytu: ufiznéte stonek pravé nad Grovni zemé. Ponoite fez
stonku do zkumavky s ¢istou vodou. Sledujte, zda se po nékolika minutich objevi charakteristickd samovolné pro-
udici vlakna bakteridlniho slizu z pfefiznutych cévnich svazkd.

Test na pfitomnost granuli poly--hydroxybutyritu

1. Pfipravte roztér bakteridlniho slizu z infikovaného pletiva nebo ze 48 hodinové kultury na Zivné ptidé YPGA
nebo SPA (dodatek 2) na mikroskopické sklicko.

2. Piipravte pozitivni kontrolni roztér kmenu biovaru 2 R. solanacearum a piipadné negativni kontrolni roztér
o zndmém PHB negativnim sp.

3. Nechte je uschnout a protdhnéte spodni povrch kazdého sklicka rychle nad plamenem, abyste roztéry fixovali.

4. Obarvéte prepardty bud nilskou modi{ nebo siddnskou cerni a provedte mikroskopickd pozorovéni podle
nize uvedeného popisu:
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Test nilskou modFi:

(S
=

Zakapnéte obé sklicka 1 % vodnym roztokem nilské modfi a nechte inkubovat 10 minut pfi teploté 55 °C.

b)  Odstraiite barvici roztok. Kritce oplichnéte jemné tekouci vodou z kohoutku. Odsajte prebyte¢nou vodu
savym papirem.

¢)  Zakdpnéte roztér 8 % vodnim roztokem kyseliny octové a nechte inkubovat 1 minutu pfi pokojové teploté.

d)  Krdtce oplachnéte jemné tekouci vodou z kohoutku. Odsajte piebyte¢nou vodu savym papirem.

¢)  Znovu navlhcete kapkou vody a piilozte kryci sklicko.

f)  Zkoumejte obarveny roztér epifluorescenénim mikroskopem pii 450 nm pod olejovou nebo vodni imersi se
zvétSenim 600x% az 1 000x s pouzitim objektivu pro olejovou nebo vodni imersi.

g) Pozorujte, zda se objevi na PHB granulich jasné oranzova fluorescence. Také pozorujte v prochazejicim nor-
mélnim svétle, zda jsou granule intraceluldrni a zda je morfologie bunék typickd pro R. solanacearum.

Test siiddnskou cerni:

a)  Zakdpnéte vSechna sklicka 0,3 % roztokem stdanské ¢erni B v 70 % etanolu a inkubujte 10 minut pfi poko-
jové teploté.

b)  Odstrante barvici roztok a kritce oplichnéte jemné tekouci vodou z kohoutku, odsajte piebyte¢nou vodu
savym papirem.

¢) Ponoite sklicka kritce do xylolu a vysajte savym papirem. Upozornéni: xylol je zdravi skodlivy, ucirite nezbytnd
bezpecnostni opatieni a pracujte v digestofi.

d)  Zakdpnéte sklicka 0,5 % (w|v) vodnym roztokem safraninu a nechte 10 vtefin inkubovat pfi pokojové teploté.
Upozornéni: safranin je zdravi skodlivy, ucifite nezbytnd bezpecnostni opatieni a pracujte v digestofi.

e) Oplachnéte jemné tekouci vodou z kohoutku, odsajte prebyte¢nou vodu savym papirem a prilozte kryci
sklicko.

f)  Zkoumejte obarveny roztér mikroskopem s prochazejicim svétlem pod olejovou imersi a pii zvétSeni 1 000x.

g) Pozorujte, zda uvidite modrocerné zbarveni PHB granuli v bunikdch R. solanacearum s riZzové zbarvenymi sté-
nami bunék.

Sérologické aglutinalni testy

Aglutinace bunék R. solanacearum v bakteridlnim slizu nebo v extraktech z pletiv s ptiznaky je nejlépe pozorova-
telnd pomoci validovanych protiltek (viz dodatek 3) oznacenych piislusnymi obarvenymi znackovaci, napt. cer-
venymi bunikami Staphylococcus aureus nebo obarvenymi latexovymi ¢dsticemi. Pfi pouZiti komer¢né dostupného
vybaveni (viz dodatek 3) se Fidte instrukcemi vyrobce. Jinak se fidte ndsledujicim postupem:

a)  Smichejte kapky suspense oznacené protildtky a bakteridlniho slizu (pfiblizné 5 pl kazdé litky) na okénku
testovactho viceokénkového sklicka.

b)  Pfipravte pozitivn{ a negativni kontrolni vzorky pouzitim suspenzi biovaru 2 R. solanacearum a heterologniho
kmenu.

¢) Pozorujte, zda se v pozitivnich vzorcich po jemném michdni po dobu 15 sekund objevi aglutinace.
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4.2

Selektivni izolace

Oc¢kovdni na Zivnou pudu

Pozn.: NeZ pouZijete tuto metodu poprvé, provedte piedbézny test, abyste zajistili reprodukovatelnou detekci 10° az 10* jednotek
tvoficich kolonie R. solanacearum na 1 ml pfidanych do extrakt ze vzorka, které byly pfedtim testovany s negativnim
vysledkem.

Pouzijte fadné validovanou selektivni Zivnou piidu, napf. SMSA (ve znéni Elphinstone et al., 1996; viz dodatek 2).

Rozliseni R. solanacearum od jinych bakterii schopnych na Zivné pidé rist vyzaduje velkou pozornost. Dile, kolonie R.
solanacearum mohou mit atypickou morfologii, jestlize Petriho misky jsou pfeplnény nebo jsou rovnéz pfitomny antagoni-
stické bakterie. Je-li podezfeni na konkurenci nebo inhibici, mél by byt vzorek otestovan znovu pomoci jiného testu.

Pii pouziti Cerstvé piipravenych extrakti ze vzorki lze ocekdvat, Ze citlivost detekce touto metodou bude velmi vysokd.
Metoda je vak pouzitelnd i pro extrakty, které byly uchovany v glycerolu pfi teploté od — 68 do — 86 °C.

Pozitivni kontroly pfipravte jako desetinné fedéni ze suspenze 10° cfu/ml virulentntho kmene biovaru 2 R. sola-
nacearum (napt. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Abyste se vyhnuli mozné kontaminaci, pfipravte pozitivni
kontrolni vzorky zcela oddélené od vzorka k testovéni.

U kazdé nové pfipravené Sarze selektivni Zivné piidy by méla byt pred jejim pouzitim k rutinnimu testovani vzorka
nejdifve otestovana jeji vhodnost pro kultivaci patogenu.

Kontrolni materidl testujte tymz zptisobem jako vzorek (vzorky).

Provedte vhodnou techniku fedéni s cilem zajistit, aby viechny populace saprofytickych bakterii, byly vylouceny.
Naneste 50-100 pl extraktu vzorku na 1 misku pro kazdé fedéni.

Nechte misky inkubovat pfi teploté 28 °C. Po 48 hodindch zkontrolujte jejich stav a pak provaddéjte kontrolu denné
po 6 dni. Typické kolonie R. solanacearum na Zivné pidé SMSA jsou mlécné bilé, ploché, nepravidelné a fluidni
a po 3 dnech inkubace se rozvine rizové az krvavé ervené zbarveni ve stfedu s vnitfnimi pruhy nebo spirdlami
(viz internetovd stranka http://forum.curopa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Pozn.:  Nékdy se na tomto médiu tvofi atypické kolonie R. solanacearum. Mohou byt malé, kruhové, zcela Cervené a nefluidni nebo
jen castecné fluidni, a proto obtiZné rozeznatelné od saprofytickych bakterii tvoficich kolonie.

Predpoklddané kolonie R. solanacearum rozetiete nebo ockujte metodou zfedovani na universalni Zivnou ptdu,
abyste ziskali izolované kolonie (viz dodatek 2).

Uchoviévejte kultury kritkodobé ve sterilni vodé (pH 6-8, bez chléru) pii pokojové teploté v temnu nebo dlouho-
dobé ve vhodném ochranném médiu pfi teploté — 68 az — 86 °C nebo lyofilizované.

Provedte identifikaci podeztelych kultur (viz oddil VI.B) a test patogenity (viz oddil VI.C).
Interpretace vysledkii testu ockovdnim na selektivni média.

Test ockovani na selektivni média je negativni, jestlize po 6 dnech nejsou zpozorovany Zadné bakterie nebo nejsou
nalezeny zadné podezielé kolonie typické pro R. solanacearum, za predpokladu, Ze nedoslo k inhibici jinymi bak-
teriemi a v kontrolnich vzorcich jsou nalezeny typické kolonie R. solanacearum.

Test ockovani na selektivni média je pozitivni, jestlize jsou izolovany podezielé kolonie R. solanacearum.
Obohacovaci testy
Pouzijte validované médium pro obohaceni, napf. modifikovany bujén Wilbrink (viz dodatek 2).

Tento postup Ize pouZit pro selektivni zvétseni populaci R. solanacearum v extraktech ze vzorkii a zvySeni citlivosti detekce.
Timto zpiisobem dojde i ke zFedéni potencidlnich inhibitorii PCR testu(1:100). Je vSak tieba poznamenat, Ze obohaceni
R. solanacearum miiZe byt neiispésné z dilvodii konkurence nebo antagonismu saprofytickych organismii, které byvaji casto
soucasné také obohaceny. Z tohoto divodu miiZe byt izolace organismu R. solanacearum z obohacené kultury obtiznd. Kromé
toho, protoze miiZe dojit k rozvoji populaci sérologicky piibuznych saprofytii, se pro test ELISA doporucuje pouzit misto polyk-
londlnich protildtek specifické monoklondlni protildtky.
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4.2.4

5.1

U obohacovaciho testu PCR preneste 100 pl extraktu ze vzorku do 10 ml obohaceného bujénu (dodatek 2), ktery
si predem pripravte do sterilnich zkumavek nebo banék. U obohacovaciho testu ELISA maze byt pouzit vétsi podil
extraktu ze vzorku do bujénu (napf. 100 pl v 1,0 ml obohacené zZivné pudy).

Nechte inkubovat 72 hodin pii teploté 27 az 30 °C v tfepané nebo statické kultufe s uvolnénymi uzévéry, které
umozni provzdusnovani.

Pred zahdjenim test ELISA nebo PCR dobfe promichejte.

S obohacenym bujénem zachdzejte tymz zptsobem jako se vzorky ve vyse uvedenych testech.

Pozn.:  Ocekava-li se inhibice obohaceni R. solanacearum z diivodu vysoké koncentrace konkurencnich saprofytickych bakteri, 1ze
docilit lepsich vysledki obohacenim extraktd ze vzorkd pred jakymkoli odstfedovanim nebo jinymi postupy zvySovani
koncentrace.

Test IF

Postup

Pouziti testu IF jako hlavniho screeningového testu se doporucuje kviili dokdzané spolehlivosti v dosazeni pozado-
vanych prahd.

Pouzije-li se test IF jako hlavn{ a vysledek IF testu je pozitivni, musi byt jako druhy screeningovy test pouZit test
izolace, PCR nebo FISH. JestliZe je test IF pouzit jako druhy screeningovy test a je pozitivni, je nutné provést dalsi
testovani podle postupového diagramu, aby byla analyza Gplna.

Pozn.:  Pouzijte validovany zdroj protildtek R. solanacearum (viz internetova stranka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main). Doporucuje se urcit titr pro kazdou novou arzi protildtek. Titr je definovan jako nejvyssi fedéni, pii kterém
dojde k optimdlni reakci pii testovani suspenze obsahujici 10° az 10° bunék/ml homologického kmene R. solanacearum
a pouzitim vhodného konjugatu fluorescen¢niho isothiokyanatanu (FITC) podle doporuceni vyrobce. Validovand polyklo-
nélni antiséra maji vSechna titr IF nejméné 1:2 000. Béhem testovani by mély byt pouzity protildtky v pracovnich fedénich
blizkych nebo stejnych jako titr.

Test by mél byt proveden na Cerstvé pripravenych extraktech ze vzorkd. Jestlize je to nutné, muze byt Gspésné proveden
na vzorcich uchovanych pii teploté — 68 az — 86 °C v glycerolu. Glycerol miize byt ze vzorku odstranén pfidanim 1 ml
pufru (dodatek 4), 15minutovym odsttedovanim pii 7 000 g a resuspenzi ve stejném mnozstvi peletového pufru. Casto to
neni potieba, zvldsté pokud jsou vzorky fixovany na sklicka plamenem.

Pripravte oddélend pozitivni kontrolni sklicka s homologickym kmenem nebo jinym referen¢nim kmenem R. solanacearum
suspendovaném v bramborovém extraktu, jak je uvedeno v dodatku 3 B, a nepovinné v pufru.

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

Jako negativni kontroly pouzijte alikvotni dily extrakti ze vzorkd, které byly pfedtim testovény s negativnim vysledkem.

Standardizované materidly k pozitivn{ a negativni kontrole, které Ize pouzit pro tento test, jsou uvedeny v dodatku 3.

Pouzijte mikroskopicka sklicka s vice okénky, pokud mozno s 10 okénky s pramérem nejméné 6 mm.

Test kontrolntho materidlu provedte tymz zptsobem jako test vzorkd.

Piipravte sklicka k testovdni jednim z ndsledujicich postupi:

i) Pro pelety s relativné nizkym mnozstvim sedimentu skrobu:

Napipetujte odméfené standardni mnozstvi (15 pl je vhodné pro primér okénka 6 mm — u vétstho okénka je
mnozstvi vétsi v piislusném poméru) resuspendované bramborové pelety v fedéni 1/100 do prvniho okénka.
Nasledné napipetujte stejné mnozstvi nezfedéné pelety (1/1) do zbyvajicich okének v fadé. Druhd fada maze
byt pouzita jako duplikdt nebo pro druhy vzorek, jak ukazuje obr. 1.
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5.
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ii)  Pro jiné pelety:

Pripravte desetinnd fedéni (1/10, 1/100) resuspendované pelety v peletovém pufru. Napipetujte odméfené
standardni mnozZstvi (15 pl je vhodné pro priimér okénka 6 mm — u vétsiho okénka je mnozstvi vétsi v pii-
slusném poméru) resuspendované pelety pro kazdé fedéni do fady okének. Druhd fada mize byt pouzita
jako rezervni nebo pro druhy vzorek, jak ukazuje obr. 2.

Vysuste kapicky pii okolni teploté nebo zahtatim na teplotu 40 az 45 °C. Fixujte bakteridlni bunky na sklicko bud

zahfatim (15 minut pfi teploté 60 °C), plamenem, 95 % etanolem nebo podle konkrétnich instrukei od dodavatele
protildtek.

Pokud je potieba, fixovand sklicka je mozné skladovat ve zmrazeném stavu v suchém boxu po nezbytné kratkou
dobu (maximélné 3 mésice) pied dalsim testovanim.

Postup IF

i)  Podle pfipravy sklicka na test v odst. 5.1.i):

Pripravte sadu dvojndsobnych zfedéni. Prvni jamka by méla mit 1/2 titru (T/2), ostatni 1/4 titru (T/4), 1/2
titru (T/2), titr (T) a dvojndsobek titru (2T).

ii)  Podle pfipravy sklicka na test v odst. 5.1.ii):

Pfipravte pracovni fedéni (PR) protiltek v pufru IF. Pracovni fedéni ovliviiuje presnost.

Obrdzek 1. Piiprava sklicka na test podle odst. 5.1.i) a 5.3.)

Redéni resuspendované pelety

1/100 1/1 1/1 1/1 1/1 O Redéni resuspendované
pelety
(T = titr) T2 T4 T2 T 2T [0 Dvojnésobné fedéni

antiséra/protilatky

Vzorek 1 .1 .2 .3 .4 . .

Duplikét vzorku 1 nebo

vzorek 2 .6 .7 .8 .9 .10

Obrazek 2. Piiprava sklicka na test podle odst. 5.1.ii) a 5.3.ii)

Pracovni fedéni antitiséra/protilitky

11 1/10  1/100 prézdnyprizdny [0 Desetinné fedéni
resuspendované pelety

Vzorek 1 .1 .2 .3 .4 . .

Duplikét vzorku 1 nebo

vzorek 2 .6 .7 .8 .9 .10
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5.4.

5.4.1

5.4.2

5.4.3

5.4.4

Usporadejte podlozni sklicka na navlhéeny savy papir. Pokryjte kazdé testovaci okénko kompletné fedénim proti-
latek. Mnozstvi protilatky na kazdém okénku musi byt nejméné stejné jako mnozstvi pouzitého extraktu.

Pokud nemdte konkrétni pokyny od dodavatele protilatek, 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 4) a ndsledné v pufru IF. Zabrafte vzniku aerosolu nebo prenosu kapicek, které by
mohly zpUsobit vzdjemnou kontaminaci. Peclivé odstrante pfebytecnou vlhkost jemnym osusenim.

Umistéte sklicka na vlhky papir. Testovaci okénka pokryjte Fedénim konjugétu FITC, kterym se stanovuje titr. Mnoz-
stvi konjugdtu naneseného do okének musi byt stejné jako mnozstvi pouzité protildtky.

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

Setfeste kapky konjugatu ze sklicka. Oplachnéte a umyjte jako ptedtim (5.3.3).

Opatrné odstrante pfebytecnou vlhkost.

Napipetujte 5-10 pl 0,1M fosfitového pufru s glycerolem (dodatek 4) nebo komeréni kryci tekutiny do kazdého
okénka a prilozte kryci sklicko.

Vyhodnoceni IF testu

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

Nejdiiv zkontrolujte pozitivni kontrolni vzorek. Buiiky musi byt jasné fluoreskujici a zcela obarvené v urceném
titru protilitky nebo pracovnimu fedéni. Pokud je barevnost odchylnd, musi byt test IF opakovdn (odst. VL.A.5).

Pozorujte jasné fluoreskujici bunky s charakteristickou morfologif R. solanacearum v testovacich okéncich sklicka
(viz internetovd stranka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intenzita fluorescence musi byt
pii porovnani s pozitivnim kontrolnim kmenem ve stejném fedéni protildtky stejnd nebo lepsi. Bunky s netplnym
zbarvenim nebo slabou fluorescenci nelze brat v dvahu.

Pfi podezieni z jakékoli kontaminace musi byt test zopakovan. To se miZe stit, kdyz vSechna sklicka ve skupiné
vykazuji pozitivni buniky diky kontaminaci pufru nebo pfi zji§téni pozitivnich bunék (mimo okénka sklicek) na
povrchu sklicek.

Existuje nékolik problémt podstatnych pro presnost imunofluorescenéniho testu. V peletdch z pupkové ¢dsti bram-
boru a ¢dsti stonku se mohou vyskytnout doprovodné populace fluoreskujicich bunék s atypickou morfologif a kii-
zové reagujici saprofytické bakterie s velikosti a morfologif podobnou R. solanacearum.

Uvazujte pouze fluoreskujici buriky s typickou velikosti a morfologif v titru nebo pracovnim fedéni protilatek
podle 5.3.
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5.4.5 Interpretace vysledkd testu IF:

i) P 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 5).

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 dalsf 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. Dalsi testovani neni nutné.

6. Testy PCR
Principy

Pouzije-li se test PCR jako hlavni screeningovy test a vysledek je pozitivni, musi byt povinné proveden druhy scree-
ningovy test, a sice izolace nebo IF. Jestlize je PCR pouzita jako druhy screeningovy test a je pozitivni, je nutné
provést dalsi testovani podle postupového diagramu, aby byla analyza tiplna.

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

Pozn.:  Predbé&zné testovani touto metodou by mélo umoznit reprodukovatelné zjisténi 10° az 10* bunék R. solanacearum na 1 ml
piidany do vzork extraktd, které byly predtim testovany jako negativni. Dosazeni maximalni citlivosti a pfesnosti ve viech
laboratofich mutize vyzadovat optimaliza¢ni pokusy.

Pouzijte schvalend ¢inidla a protokoly PCR (viz dodatek 6). Pokud mozno, vyberte metodu s intern{ kontrolou.

Pouzivejte vhodnd bezpecnostni opatieni, abyste zabranili kontaminaci vzorku cilovou DNA. Test PCR by mél byt
provadén zkusenymi laboranty v laboratofich specializovanych na molekuldrni biologii, aby se minimalizovala
moznost kontaminace cilovou DNA.

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

PCR test by mél zahrnovat ndsledujici negativni kontroly:

— extraktu ze vzorku, ktery byl pfedtim testovan na R. solanacearum s negativnim vysledkem,

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

— reaké¢ni smés PCR.

Meély by byt zahrnuty nésledujici pozitivni kontroly:

— alikvotni ¢sti resuspendovanych pelet, do kterych byla piiddna R. solanacearum (pfipravu viz dodatek 3 B);

— suspenze 10° bunék na 1 ml R. solanacearum ve vodé z virulentniho izoldtu (napt. NCPPB 4156 = PD 2762 =
CFBP 3857; viz dodatek 3 B);

— pokud mozno, pii PCR pouzijte také DNA extrahovanou z pozitivnich kontrolnich vzorkd.

Abyste zabranili pfipadné kontaminaci, pfipravujte pozitivni kontroly v oddéleném prostfedi nez vzorky,
které budou testoviny.

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

Standardizované materidly k pozitivni a negativni kontrole, které 1ze pouZit pro tento test, jsou uvedeny v dodatku 3.
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Metody purifikace DNA

Pouzivejte vySe popsané pozitivni a negativni kontrolni vzorky (viz dodatek 3).

Test kontrolniho materidlu provedte tymz zptsobem jako test vzorka.

K purifikaci cflové DNA z komplexnich substrati vzorkd jsou k dispozici rizné metody odstranujici inhibitory
PCR a jinych enzymovych reakei a koncentrujici cilovou DNA ve vzorku. Ndsledujici metoda byla optimalizovana
pro acely pouziti se schvalenymi metodami PCR uvedenymi v dodatku 6.

a) Metoda podle Pastrika (2000)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Napipetujte 220 pl lyzdtového pufru (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)) do
1,5 ml Eppendorfovy zkumavky.

Pridejte 100 pl extraktu ze vzorku a umistéte do termobloku nebo vodni ldzné s teplotou 95 °C na 10 min.
Vlozte mikrozkumavku na 5 min. do ledu.

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

Pridejte 220 pl roztoku Easy DNA® A (Invitrogen), dobfe promichejte tfepanim a inkubujte pii teploté
65 °C po dobu 30 minut.

Pidejte 100 pl roztoku Easy DNA® B (Invitrogen), ditkladné promichejte tfepanim, pokud vzorek nezacne
byt stejnomérné viskdzni.

Pridejte 500 pl chloroformu a promichejte, az se viskozita snizi a smés se stane homogenni.

Pro oddéleni fizi a vytvofeni mezifize odstfedte pfi 15 000 g po dobu 20 min pii teploté 4 °C.

Preneste horni fazi do nové Eppendorfovy mikrozkumavky.

Pridejte 1 ml 100 % etanolu (- 20 °C), krdtce promichejte tfepanim a inkubujte na ledu po dobu 10 min.
Odstredte pii 15 000 g po dobu 20 minut pii teploté 4 °C a odstraiite etanol z pelety.

Pridejte 500 pul 80 % etanolu (- 20 °C) a promichejte piekldpénim mikrozkumavky.

Odstredte pii 15 000 g po dobu 10 minut pii teploté 4 °C, zachovejte peletu a odstrante etanol.

Nechte peletu uschnout na vzduchu nebo v DNA odparce.

Resuspendujte peletu v 100 pl sterilni UPW a nechte stdt pii pokojové teploté nejméné 20 minut.
Skladujte pfi teploté — 20 °C az do pouziti pfi PCR.

Jakoukoli bilou srazeninu odstranite odstfedénim a pouzijte 5 pl supernatantu obsahujictho DNA pro
test PCR.

b) Jiné metody

Jiné metody extrakce DNA, napf. Qiagen DNeasy Plant Kit, by se mohly pouzit, pokud by se prokazalo, ze
jsou pfi purifikaci DNA z kontrolnich vzorkéi obsahujicich 10® az 10* patogennich bunék na 1 ml stejné
efektivni.
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6.2.

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5

6.3.

PCR

Piipravte testované vzorky a kontroly pro PCR podle schvélenych protokolt (oddil VI.A.6). Pripravte desetind-
sobné fedéni vzorku extraktu DNA (1:10 ve sterilni vodé).

Pripravte piislusnou reakéni smés pro PCR v prostiedi, ve kterém nehrozi kontaminace podle zvefejnénych proto-
kolt (dodatek 6). Pokud mozno, doporucuje se pouzit multiplexni protokol PCR, ktery rovnéz zahrnuje interni
protokol PCR.

Pridejte do sterilnich PCR mikrozkumavek 5 pl extraktu DNA na 25 pul PCR reakce podle protokolit PCR (viz
dodatek 6).

Pridejte negativni kontrolni vzorky obsahujici pouze reakéni smés PCR a pridejte tyz zdroj UPW jako byl ten,
ktery byl pouzit ve smési PCR misto vzorku.

Umistéte PCR mikrozkumavky do téhoz termocykleru, ktery byl pouzit pfi pocdtecnim testovani, a spustte vhodné
optimalizovany program PCR (dodatek 6).

Analyza produktu PCR

Amplikony rozdélte elektroforézou v agarézovém gelu. Naneste nejméné 12 pl smési amplifikované DNA z kaz-
dého vzorku s 3 pl nandseciho pufru (dodatek 6) do 2,0 % (w/v) agar6zovém gelu v Tris-acetat-EDTA (TAE) pufru
(dodatek 6) pii 5-8 V/cm. Pouzijte vhodny DNA marker, napf. (ladder) 100 bp.

Detekujte prouzky DNA obarvenim v ethidiumbromidu (0,5 mg/l) po dobu 30-60 minut za pouziti vhodnych
bezpecnostnich opatfeni pro zachdzeni s timto mutagenem.

V obarveném a UV (krdtké vlnové délky napf. 302 nm) prosviceném gelu hledejte amplifikované produkty PCR
o ocekdvané velikosti a vysledek zdokumentuite.

U v3ech novych nélezt/ptipadti zkontrolujte pravost amplikonu PCR provedenim restrikéni enzymové analyzy ve
zbyvajicim vzorku amplifikované DNA inkubaci pfi optimdlni teploté a ¢ase shodnym restrikénim enzymem
a pufrem (viz dodatek 6). Rozdélte nastépené fragmenty elektroforézou v agarézovém gelu a pozorujte charakteris-
ticky vzor restrik¢nich fragmentti pod UV svétlem po obarveni ethidiumbromidem a porovnejte s nestépenou a §té-
penou pozitivni kontrolou.

Interpretace vysledkil testu PCR

Test PCR je negativn, jestlize amplikon PCR specificky pro R. solanacearum ocekdvané velikosti neni u zkoumaného
vzorku zjistén, ale je zjistén u vSech pozitivnich kontrolnich vzorkd (v ptipadé vicendsobné PCR s internimi kon-
trolnimi primery specifickymi pro rostlinu: druhy produkt PCR oc¢ekdvané velikosti musi byt amplifikovan se zkou-
manym vzorkem).

Test PCR je pozitivni, jestlize amplikon PCR specificky pro R. solanacearum ocekdvané velikosti a (pfipadné) vzoru
je zjistén, za predpokladu, Ze neni amplifikovan u zddného vzorku negativni kontroly. Spolehlivé potvrzeni pozi-
tivntho vysledku lze také ziskat opakovanim testu s druhou sadou primert PCR (dodatek 6).

Pozn.:  Lze mit podezieni na inhibici PCR, jestliZe je ziskdn ocekdvany amplikon ze vzorku pozitivni kontroly obsahujictho R.
solanacearum ve vodé, zatimco ze vzorku pozitivni kontroly R. solanacearum v bramborovém extraktu byly ziskdny nega-
tivni vysledky. V multiplexnich protokolech PCR s internimi kontrolami PCR nasvéd¢uje inhibici reakce, jestlize nenf zis-
kédn zddny ze dvou amplikond.

V piipadé, Ze ocekdvany amplikon je ziskdn z jednoho nebo vice vzorkti negativnich kontrol, je podezieni na
kontaminaci.
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7.1.

Test FISH

Princip

Kdyz se jako prvni screeningovy test pouzije FISH test a je pozitivni, musi byt jako druhy povinny screeningovy
test provedena izolace nebo IF test. Kdyz se FISH test provede jako druhy vysetfovaci test a je pozitivni, je k dokon-

Ceni diagnézy nutné dalsf testovani podle postupového diagramu.

Pozndmka:  Pouzivejte schvalené oligosondy specifické pro R. solanacearum (dodatek 7). Uvodn testovani touto metodou by mélo
umoznit reprodukovatelné zjisténi alespont 10°~10* bunék R. solanacearum na ml pfidané do extraktd ze vzorku,
které byly pfedtim testovany s negativnim vysledkem.

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

Jako negativni kontroly pouzivejte alikvotni ¢dst extraktu ze vzorku, ktery byl pfedtim testovdn na R. solanacearum
s negativnim vysledkem.

Jako pozitivn{ kontroly pfipravte suspenzi obsahujici 10° az 10° bunék na 1 ml R. solanacearum biovar 2 (napf.
kmen NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857, viz dodatek 3) v 0,01M fosfatovém pufru (PB) ze 3-5 dennf kultury.
Pripravte samostatnd sklicka s pozitivnimi kontrolnimi vzorky homologického kmenu nebo jiného referen¢niho
kmene R. solanacearum, suspendovaném v bramborovém extraktu, jak je uvedeno v dodatku 3 B.

Pouziti eubakteridlnich oligosond znacenych FITC poskytuje kontrolu procesu hybridizace, protoze zbarvi viechny
eubakterie piftomné ve vzorku.

Standardizovany pozitivni a negativni kontrolni materidl, ktery se pouZivd v tomto testu, je uveden v
dodatku 3 bodu A.

Provedte test kontrolniho materidlu stejnym zptisobem jako u vzorku(d).
Fixace bramborového extraktu

Nasledujici protokol vychdzi z Wullings et al. (1998).

Pripravte fixa¢ni roztok (viz dodatek 7).

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

Odstraiite supernatant a rozpustte peletu ve 200 pl fixacniho roztoku pfipraveného max. 24 hodin pfedem. Pro-
tfepte a inkubujte 1 hodinu v chladicim zatizeni.

Odstiedujte 7 minut pfi 7 000 g, odstraiite supernatant a resuspendujte peletu v 75 pl 0,01M PB (viz dodatek 7).

Képnéte 16 pl fixované suspenze na Cisté 10 okénkové sklicko, jak ukazuje obrazek 7.1, pfiemz pouzijete 2 rtizné
vzorky na jedno sklicko, a to nefedény a zfedény 1:100 s pouzitim 10 pl (v 0,01 M PB). Zbyvajici roztok vzorku
(49 pl) maze byt ulozen pii teploté — 20 °C po pfiddni 1 objemového mnozstvi 96 % etanolu. V piipadé, Ze je
tfeba FISH metodu opakovat, odstraiite etanol odstfedénim a pfidejte stejné mnozstvi 0,01 PB (zamichejte
protiepanim).

Obrazek 7.1 Rozmisténi na sklicku FISH

Vzorek 1 Prazdny Prézdny Prézdny Vzorek 2

okénko 1 okénko 2 okénko 3 okénko 4 okénko 5

Vzorek 1 Prézdny Prizdny Prizdny Vzorek 2

okénko 6 okénko 7 okénko 8 okénko 9 okénko 10
Kryci sklicko 1 Krycf sklicko 2
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7.2.

7.2.1

7.2.2.

7.2.3

7.2.4

7.2.5

7.2.6

7.2.7

7.2.8

7.2.9

7.3.

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

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

Hybridizace

Dehydratujte buiiky v postupné etanolové fadé 50 %, 80 % a 96 %, pokazdé po dobu 1 minuty. Osuste vzduchem
v drzdku sklicek.

Pripravte vlhkou inkubaé¢ni komoru piikrytim dna vzduchotésného boxu tkaninou nebo filtracnim papirem nasi-
klym hybridiza¢ni smési (1x hybmix, dodatek 7). Pfed inkubaci ohfejte box v hybridizacni peci pii teploté 45 °C
po dobu nejméné 10 minut.

Pouzijte 10 pl hybridiza¢niho roztoku (dodatek 7) na 8 okének (okénka 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 a 10; viz obr.7.1) na
kazdém sklicku, pficemz dvé stfedovd okénka nechdte prazdnd (3 a 8).

Prilozte kryci sklicka (24 x 24 mm) na prvni a posledni 4 okénka, a to tak, aby pod né nevnikl vzduch. Umistéte
sklicka do pfedem zahtdté vlhké komory a nechte probéhnout proces hybridizace po dobu 5 hodin v troubé pfi
teploté 45 °C v temnu.

Pripravte 3 kddinky obsahujici 1 1 vody s molekuldrni kvalitou (Milli Q), 1 1 1x hybmix (334 ml 3x hybmix a 666 ml
vody s molekuldrni kvalitou) a 111/8x hybmixu (42 ml 3x hybmix a 958 ml vody s molekuldrni kvalitou). Nechte
inkubovat ve vodni ldzni o teploté 45 °C.

Sejméte kryci sklicka a umistéte podlozni sklicka do drzdku sklicek.

Splachnéte nadbytek vzorku inkubaci po dobu 15 minut v kddince s 1x hybmixem pfi teploté 45 °C

Premistéte drzdk sklicek do promyvaciho roztoku 1/8 hybmix a nechte inkubovat dalsich 15 minut.

Ponoite sklicka kratce do UPW (napf. Milli Q water) a poloZte je na filtra¢ni papir. Odstraiite nadbyte¢nou vlhkost
lehkym zakrytim povrchu filtraénim papirem. Napipetujte 5-10 pl kryciho roztoku (napf. Vectashield, Vecta Labo-
ratories, CA, USA nebo podobny) do kazdého okénka a celé sklicko zakryjte velkym krycim sklickem (24 x 60 mm).

Hodnoceni FISH testu

Prohlizejte sklicka ihned s mikroskopem vhodnym pro epifluorescen¢ni mikroskopii se zvétsenim 630x nebo
1 000 pod olejovou imerzi. S filtrem vhodnym pro fluorescein isothiokyanat (FITC) jsou eubakteridlni bunky
(véetné vetSiny gramnegativnich bunék) ve vzorku zbarveny fluorescencné zelené. Pouzitim filtru pro
tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat se buriky R. solanacearum obarvené Cy3 jevi fluorescencné Cervené. Porov-
nejte bunéénou morfologii s morfologif pozitivnich kontrolnich vzorkd. Buiiky musi byt jasné fluoreskujici a zcela
zbarveny. Test FISH (odst. VLA.7) musi byt zopakovén, pokud je zbarveni odchylné. Prohlizejte okénka napfic
dvéma priméry v pravych thlech a kolem obvodu. U vzorkd, kde nejsou pozorovany zddné nebo mélo bunék,
pozorujte nejméné 40 poli mikroskopu.

Hledejte jasné fluoreskujici buiiky s morfologif charakteristickou pro R. solanacearum v okénkdch testovacich skli-
ek (viz internetovd stranka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intenzita fluorescence musi
odpovidat nebo byt lepsi nez u pozitivniho kontrolniho kmene. Buriky, které nejsou zcela zbarveny nebo vykazuji
slabou fluorescenci, neberte v tvahu.

Pfi podezieni na jakoukoli kontaminaci musi byt test opakovan. To mizZe nastat v pfipad¢, kdy viechna sklicka ve
varce ukazuji pozitivni buriky z diivodu kontaminace pufru nebo jestlize jsou pozitivni buiiky zjistény (vné okénka
sklicka) na krytu sklicka.
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7.3.4  Specifi¢nost testu FISH s sebou nese nékolik problémi. Je pravdépodobné, Ze u pletiv z bramborovych hliz a pelet
ze stonkovych partii bramboru dojde k vyskytu populaci fluorescen¢nich bunék na pozadi s atypickou morfologif
a ke kiizové reakci se saprofytickymi bakteriemi o velikosti a morfologii podobnymi R. solanacearum, i kdyz mno-
hem méné Cast&ji nez u testu IF.

V tvahu bereme pouze fluoreskujici buriky s typickou velikosti a morfologii.

Interpretace vysledkd testu FISH

i) Vysledky FISH testu jsou platné, pokud jsou pfi pouziti FITC filtru jasné zelené fluoreskujici bunky s velikosti
a morfologif typickou pro R. solanacearum a pii pouziti rhodaminového filtru jasné ¢ervené fluoreskujici buriky
pozorovany ve viech pozitivnich kontroldch a nejsou pozorovany v zddnych negativnich kontroldch. Pokud
jsou ptitomné jasné fluoreskujici buniky s typickou morfologif, odhadnéte priimérny 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 prav-
dépodobné infikované Cms. Nutné je dalsi testovéni. Vzorky, které obsahuji méné nez 5 x 10° typickych
bunék na 1 ml resuspendované pelety, se povazuji za negativni.

ii)  Vysledek FISH testu je negativni, pokud pfi pouziti rhodaminového filtru nejsou pozorovany jasné cervené
fluoreskujici bufiky s velikosti a morfologii typickou pro R. solanacearum, jestlize jsou tyto typické jasné cer-
vené fluoreskujici bunky pii pouziti rhodaminového filtru pozorovény v pozitivnich kontroldch.

Testy ELISA

Princip

Testy ELISA Ize pouzit pouze jako volitelny test kromé testd IF, PCR nebo FISH pro jeho relativné nizkou citlivost.
P pouziti DAS ELISA je obohaceni a pouziti monoklondlnich protilitek povinné (viz internetovd stranka
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Obohaceni vzorki pfed pouzitim testu ELISA mize zvysit
citlivost testu, ale miize se rovnéz setkat s nezdarem kviili konkurenci jinych organismu ve vzorku.

Pozn.:

Pouzijte validovany zdroj protildtek R. solanacearum (viz internetovd strinka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco|
Home/main). Doporucuje se urcent titru pro kazdou novou Sarzi protildtek. Titr je definovan jako nejvyssi fedéni, pii
kterém dojde k optimélni reakci pii testovan{ suspense obsahujici 10° az 10° bunék na 1 ml homologického kmene R.
solanacearum a pouziti vhodnych druhotnych konjugatt protilitek podle doporuceni vyrobce. Pfi testovani by mély byt
pouzity protildtky v pracovnim fedéni, které je blizké nebo stejné jako u titru komeréni formulace.

Urcete titr protildtek pro suspenzi 10° az 10° bunék na 1 ml homologického kmene R. solanacearum.

Vzorek, ktery jste predtim otestovali jako R. solanacearum negativni a suspenzi bakterii bez vzdjemného ptisobeni v solném
roztoku fosfatového pufru (PBS) pouzijte jako vzorky negativni kontroly.

Jako pozitivni kontrolni vzorky pouzijte alikvétni podily vzorkovych extraktd, které byly pfedtim otestoviny jako nega-
tivni, s pfimési 10% az 10* bunék na 1 ml biovaru 2 R. solanacearum (napt. kmen NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857,
viz dodatek 2 A a B). Pro srovndni vysledki na kazdé desticce pouzijte standardni suspenzi 10° az 10° bunék na 1 ml
v PBS R. solanacearum. Zajistéte, aby byly pozitivni kontrolni vzorky dobre oddéleny na mikrotitrové desticce od vzorka
k testovani.

Standardizované pozitivni a negativni materialy, které se pouZivaji pro tento test, jsou uvedeny v dodatku 3 bodu A.

Test kontrolniho materidlu provedte tymz zpiisobem jako test vzorku(t).

Validované jsou dva protokoly ELISA.

a) Nepifmy test ELISA (Robinson Smith et al., 1995)

)

Pouzijte 100200 pl vzorkového extraktu. (Zahfati na 100 °C na 4 minuty ve vodni lazni nebo topném
boxu muze v nékterych piipadech redukovat vznik nespecifickych vysledk).

Pridejte stejné mnoZstvi dvojndsobné silného uhli¢itanového kryctho pufru (dodatek 4) a promichejte.

Nakapejte 100 pl do kazdé jamky mikrotitracni desticky (napf. Nunc-Polysorp nebo rovnocenné) a nechte
inkubovat 1 hodinu pii teploté 37 °C nebo pies noc pii teploté 4 °C.



Utedni véstnik Evropské unie

27.7.2006

10)

Vylijte extrakty z jamek. Vymyjte jamky t¥ikrdt pomoci PBS-Tween (dodatek 4) a nechte posledni vymyvaci
roztok v jamce nejméné 5 minut.

Pripravte vhodné fedéni protildtek proti R. solanacearum v blokaénim pufru (dodatek 4). U validovanych
komer¢nich protildtek pouzijte doporucend fedéni (obvykle dvojndsobné koncentrace, nez je titr).

Pridejte 100 pl do kazdé jamky a nechte inkubovat 1 hodinu pii teploté 37 °C.

Vylijte roztok protilatek z jamek a vymyjte je jako pfedtim (bod 4.).

Pripravte vhodné fedéni konjugétu alkalické fosfatdzy v blokac¢nim pufru. Pridejte 100 pl do kazdé jamky
a nechte inkubovat 1 hodinu pii teploté 37 °C.

Vylijte konjugdt z jamek a vymyijte jako predtim (bod 4).

Pridejte 100 pl substratového alkalického roztoku fosfatdzy (dodatek 4) do kazdé jamky. Nechte inkubo-
vat v temnu pii pokojové teploté a odecitejte absorbanci pii 405 nm v pravidelnych 90minutovych
intervalech.

b) DAS-ELISA

1)

Pripravte vhodné fedéni polyklondlniho imunoglobulinu v uhli¢itanovém pufru pH 9.6 (dodatek 4). Pri-
dejte 200 pl do kazdé jamky. Nechte inkubovat pfi teploté 37 °C 4 az 5 hodin nebo 4 ° C po dobu 16
hodin.

Jamky tiikrdt dobfe vyplachnete pouzitim PBS-Tween (dodatek 4).

Pridejte 190 pl extraktu ze vzorku do nejméné dvou jamek. Piidejte rovnéz pozitivni a negativni kon-
trolni vzorky do dvou jamek na kazdé desticce. Nechte inkubovat 16 hodin pii teploté 4 °C.

Jamky tiikrat dobfe vyplachnete pouzitim PBS-Tween (dodatek 4).

Pripravte vhodné fedéni specifickych monoklondlnich protildtek R. solanacearum v PBS (dodatek 4) s obsa-
hem 0,5 % hovéziho sérového albuminu (BSA) a pridejte 190 pl do kazdé jamky. Nechte stdt 2 hodiny
pii teploté 37 °C.

Jamky tiikrdt dobfe vyplachnete pouzitim PBS-Tween (dodatek 4).

Pfipravte fedéni protimysiho imunoglobulinu konjugovaného alkalickou fosfatdzou v PBS. Pfidejte 190 pl
do kazdé jamky a nechte inkubovat 2 hodiny pfi teploté 37 °C.

Jamky tiikrdt dobfe vyplachnete pouzitim PBS-Tween (dodatek 4).

Pripravte roztok 1 mg p-NPP/ml alkalické fosfatdzy v substrdtovém pufru (dodatek 4). Pfidejte 200 pl do
kazdé jamky. Inkubujte v temnu pfi pokojové teploté a ¢teni probihd pfi absorbanci pii 405 v pravidel-
nych intervalech 90 minut.

Interpretace vysledkil testu ELISA

Test ELISA je negativni, jestlize primérnd hodnota optické hustoty (OH) z jamek se stejnymi vzorky je mensi nez
dvojndsobek OH u negativniho kontrolniho vzorku, pokud viechny hodnoty OH pozitivnich kontrolnich vzorkd
jsou vétsi nez 1,0 (po 90 minutdch inkubace se substratem) a jsou vétsi nez dvojndsobek OH ziskané z negativ-
nich vzorkovych extrakti.

Test ELISA je pozitivni, jestlize primérné hodnoty OH z jamek se stejnym vzorkem jsou vétsi nez dvojndsobek
OH v negativnim extraktu testovaného vzorku, pokud hodnoty OH ve vSech negativnich kontrolnich vzorcich
jsou mensi nez dvojndsobek hodnot v pozitivnich kontrolnich vzorcich.
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9.1

9.2

9.2.1

9.2.2

9.3

9.4

Negativni hodnoty ELISA v pozitivnich kontrolnich vzorcich ukazuji, Ze test nebyl proveden spravné nebo Ze byl
i inhibovan. Pozitivni hodnoty ELISA v negativnich kontrolnich vzorcich ukazuji, Ze doslo k vzdjemné kontami-
naci nebo nespecifickému vazani protildtek.

Biotest

Pozn.: Predb&zné testovéni touto metodou by mélo umoznit reprodukovatelnou detekei 10° az 10* jednotek tvoficich kolonie R.
solanacearum na 1 ml pfidany do extraktu ze vzorku, ktery byl predtim testovan s negativnim vysledkem (pfipravu viz
v dodatku 3).

Nejvyssi citlivost zjiténi Ize ocekdvat pii pouziti Cerstvé piipraveného extraktu ze vzorku a v optimélnich ras-
tovych podminkdch. Metodu lze v3ak také Gspé$né pouZit na extrakty, které byly uchovany v glycerolu v teploté
- 68 az-86°C.

Nisledujici protokol vychdzi z Janseho (1988):

Pouzijte 10 testovacich rostlin citlivé odridy rajcete (napf. kultivaru Moneymaker nebo kultivaru s rovnocennou
citlivosti podle testovaci laboratore) ve fizi tfech pravych listd u kazdého vzorku. Podrobnosti péstovéni viz
v dodatku 8 nebo pouzijte lilek (napf. kultivar Black Beauty nebo kultivary s rovnocennou citlivosti), ale jen rost-
liny ve fdzi 2. az 3. listd az do plného rozvinu tiettho pravého listu. Piiznaky u lilku jsou méné vyrazné a vyvijeji
se pomaleji. Pokud mozno, doporucujeme proto pouZit sazenice rajcat.

Rozdélte 100 pl extraktu ze vzorku mezi testovaci rostliny.

Inokulace injekéni stitkackou

Inokulujte stonky rostlin hned nad déloznimi listy pomoci stifkacky s podkozni jehlou (ne méné nez 23G). Roz-
délte vzorek mezi testovaci rostliny.

Inokulace zdfezem

Pridrzte rostlinu mezi dvéma prsty a pipetou kdpnéte (pfiblizné 5-10 pl) suspendované pelety na stonek mezi
délozni listy a prvnf list.

Sterilnim skalpelem udélejte pii¢ny fez asi 1 cm dlouhy a hluboky pfiblizné 2/3 tloustky stonku, pii¢emz fez
zanete v misté kapky resuspendované pelety.

Utésnéte fez sterilni vazelinou z injekéni stiikacky.

Stejnou technikou nainokulujte 5 sazenic vodnou suspenzi 10° az 10° bunék na 1 ml pfipravenou ze 48 hodi-
nové kultury virulentntho kmene biovaru 2 R. solanacearum jako pozitivni kontrolni vzorek a peletovym pufrem
(dodatek 4) jako negativni kontrolni vzorek. Oddélte pozitivni a negativni kontrolni rostliny od ostatnich rostlin,
abyste zabranili vzdjemné kontaminaci.

Nechte riist testovaci rostliny v karanténnim zafizeni 4 tydny pfi teploté 25-30 °C a vysoké relativni vlhkosti s pfi-
méfenym zavlaZovanim, abyste zabranili jak pfemokient, tak vadnuti z divodu nedostatku vody. Abyste zabranili
kontaminaci, drzte pozitivni a negativni kontrolni rostliny ve zcela oddélenych mistech skleniku nebo vegetaéni
komory nebo, v piipadé omezeného prostoru, zajistéte piisnou izolaci. Museji-li byt rostliny z rtiznych vzorka po
dobu inkubace drzeny blizko sebe, oddélte je vhodnymi zdsténami. Pfi hnojeni, zalévani, prohliZeni a vSech ostat-
nich ¢innostech vénujte zvldstni pozornost tomu, aby nedoslo k vzdjemné kontaminaci. Nutné je udrzovat sklenik
nebo vegetacni prostor bez hmyzich skidct, protoze by mohli prenést bakterie mezi vzorky.

Hledejte piiznaky vadnuti, epinastie, chlorézu ajnebo krnéni.
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9.5

9.6

9.7

2.1

2.2

2.3

2.4

Z infikovanych rostlin provedte izolaci (odst. II.3) a identifikujte podezielé ¢isté kultury (bod VLB).

Jestlize béhem 3 tydnd nejsou pozorovany zadné pifznaky, provedte test IF[PCR/izolace na slozeném vzorku ze
segmentd stonkt dlouhych 1 cm z kazdé testovaci rostliny, ktery odeberete nad mistem inokulace. Je-li test pozi-
tivni, provedte zfedovaci roztéry (bod 4.1).

Identifikujte viechny cisté kultury s podezfenim na R. solanacearum (bod VLB).
Interpretace vysledkt biotestu

Platné vysledky biotestu jsou ziskdny, jestlize pozitivni kontrolni testovaci rostliny vykazuji typické piiznaky, bak-
terie mohou byt z téchto rostlin znovu izolovdny a negativni kontrolni rostliny nevykazuji zidné piiznaky.

Biotest je negativni, jestlize rostliny nejsou infikovany bakteriemi R. solanacearum, pokud byl organismus zjistén
u pozitivnich kontrolnich testovacich rostlin.

Biotest je pozitivni, jestliZe testovaci rostliny jsou infikovany bakteriemi R. solanacearum.

IDENTIFIKACNI TESTY

Identifikujte Cisté kultury izolovaného podezielého organismu R. solanacearum pouzitim nejméné dvou ndsleduji-
cich testt zaloZenych na riznych biologickych principech.

Zahrnite piipadné zndmé referencni kmeny pro kazdy provedeny test (viz dodatek 3).
Vyzivové a enzymatické identifikacni testy

Urcete nésledujici fenotypové vlastnosti, které jsou vesmés pritomny nebo naopak chybi u R. solanacearum, meto-
dami Lelliott a Stead (1987), Klement et al. (1990), Schaad (2001).

Test Ocekévany vysledek

Produkce fluorescen¢niho pigmentu -

Poly-f-hydroxybutyritové inkluze +
Test oxidace/fermentace (O/F) O+[F-
Kataldzovd aktivita +
Oxidédzovy test podle Kovacse +
Redukce dusi¢nant +
Vyuziti citratu +

Riist pri 40 °C -
Rast v 1 % NaCl +
Rast v 2 % NaCl -
Arginin-dihydroldzova aktivita -
Zkapalnéni Zelatiny -
Hydrolyza skrobti -
Hydrolyza eskulinu -

Produkce levanu -
Test IF

Pipravte suspenzi piiblizné 10° bunék na 1 ml v pufru IF (dodatek 4).

Pripravte =~ fadu  dvojndsobnych  zfedéni  vhodného  antiséra  (viz  internetovd  strdnka
http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Pouzijte IF metodu (oddil VLA.5).

Test IF je pozitivni, jestlize titr IF kultury odpovidd titru pozitivn{ kontroly.
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3.1

3.2

3.3

4.1

4.2

4.3

4.4

5.1

5.2

5.3

6.1

6.2

6.3

7.1

Test ELISA

Pozn.: Pii provadéni pouze 2 identifika¢nich testti nepouzivejte kromé této metody jiny sérologicky test.
Piipravte suspenzi pfiblizné 10% bunék na 1 ml v 1X PBS (dodatek 4).

Provedte metodu ELISA se specifickou monoklondlni protildtkou k R. solanacearum.

Test ELISA je pozitivni, jestliZe hodnota vysledku testu ELISA ziskand z této kultury je nejméné polovi¢ni v porov-
néni s hodnotou z pozitivni kontroly.

Testy PCR
Piipravte suspenzi pfiblizné 10° bunék na 1 ml sterilnf vody (UPW = ultra pure water).

Ohfivejte 100 pl bunécné suspense v uzavienych zkumavkdch v ohffvacim bloku nebo vaiici vodni ldzni pfi
100 °C 4 minuty. Vzorky mohou byt uchovany pfi teploté — 16 az — 24 °C do dalstho pouZiti.

Pouzijte prislusné postupy PCR k amplifikaci amplikont specifickych pro R. solanacearum (napt. Seal et al. (1993);
Pastrik a Maiss (2000); Pastrik et al. (2002); Boudazin et al. (1999); Opina et al. (1997), Weller et al. (1999).

Identifikace organismu R. solanacearum je pozitivni, jestlize amplikony PCR maji stejnou velikost a maji stejnou
mnohotvarnost délky fragmenti jako pozitivni kontrolni kmen.

Test FISH
Piipravte suspenzi piiblizné 10° bunék na 1 ml v UPW.
Pouzijte metodu FISH (oddil VI.A.7) s nejméné 2 oligosondami specifickymi pro R. solanacearum (dodatek 7).

Test FISH je pozitivni, jestlize se u kultury a pozitivn{ kontroly dosdhne stejnych reakei.

Analyza mastnych kyselin (FAP)
Péstujte kulturu na tryptikdzo-s6jovém agaru (Oxoid) 48 hodin pfi teploté 28 °C.
Pouzijte metodu FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).

Test FAP je pozitivni, jestlize je profil podezielé kultury stejny jako profil pozitivni kontroly. Vyskyt charakteristic-
kych mastnych kyselin: 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H a 18:1 20H a absence 16:0 30H poukazuje na Ralstonia sp.

Metody charakteristiky kmenit

Pro kazdy novy piipad izolace organismu R. solanacearum se doporucuje charakteristika kmenu pouZitim jedné
z nésledujicich metod.

U kazdého provedeného testu zahrite piipadné zndmé referencni kmeny (viz dodatek 3).
Stanoveni biovaru

Organismus R. solanacearum je rozdélen do biovart na zdkladé schopnosti vyuziti a/nebo oxidace i disacharidi
a tif hexosovych alkoholti (Hayward, 1964 a Hayward et al., 1990). Zivna piida pro test biovaru je popsina
v dodatku 2. Test Ize Gspésné provést ockovanim do zivné pudy s Cistou kulturou R. solanacearum a inkubaci pf
teploté 28 °C. Je-li Zivnd ptda rozdélena na sterilni desticky s 96 jamkami (200 pl na 1 jamku), zbarveni se méni
béhem 72 hodin od olivové zelené po Zlutou a znamend pozitivni vysledek testu.
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Biovar

1 2 3 4 5
Vyuzit:
Maltosa - + + - +
Laktosa - + + - +
D (+) Cellobiosa - + + - +
Mannitol - - + + +
Sorbitol - - + + -
Dulcitol - - + + -
Dodatecné testy pro rozlideni dil¢ich fenotypt biovaru 2

Biovar 2A Biovar 2A Biovar 2T

(svétove rozsifen) (Chile a Kolumbie) (tropické oblasti)

Vyuziti trehalosy - + +
Vyuziti meso-inositolu + - +
Vyuziti D ribosy - - +
Pektolytickd aktivita (1) nizkd nizkd vysokd

(1) Viz Lelliott a Stead (1987).

7.2  Genomickd variabilita

Molekuldrn{ identifikace kmenti komplexu R. solanacearum lze dosdhnout nékolikerymi technikami, mezi néz patfi:

7.2.1 Analyza délkového polymorfismu restrik¢nich fragmentt RFLP (Cook et al., 1989).

7.2.2 Repetitivni sekvencni PCR s vyuzitim primert REP, BOX a ERIC (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995).

7.2.3 Analyza délkového polymorfismu amplifikovanych fragmentti AFLP (Van der Wolf et al., 1998).

73 Metody PCR

Specifické primery PCR (Pastrik et al, 2002; viz dodatek 6) lze pouzit k diferenciaci kment patficich do sku-
piny 1 (biovary 3, 4 a 5) a skupiny 2 (biovary 1, 2A a 2T) R. solanacearum, jak bylo piivodné definovano analyzou
RFLP (Cook et al., 1989) a sekvenovanim 16S rDNA (Taghavi et al., 1996).

C.  KONFIRMACNI TEST (TEST PATOGENITY)

Jako zdvérecné potvrzeni diagndzy R. solanacearum a k potvrzeni virulence kultur identifikovanych jako R. solana-
cearum musi byt proveden test patogenity.

1)  Piipravte inokulum o hustoté piiblizné 10° bunék na 1 ml ze 24 a7 48 hodinovych kultur k testovani a pii-
slusny kmen pozitivn{ kontroly R. solanacearum (napf. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; viz dodatek 3).

2)  Inokulujte 5 az 10 nachylnych sazenic rajcete nebo lilku ve fazi 3 pravych list (viz odst. VI.A.9).
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3)

Nechte inkubovat az 2 tydny pfi teploté 25-28 °C a vysoké relativni vzdusné vlhkosti s pfiméfenym zaléva-
nim, bez vystaveni rostlin zamokfeni nebo vyprahlosti pidy. U ¢istych kultur by typické vadnuti mélo nastat
béhem 14 dnd. Neobjevi-li se po této dobé piiznaky, kultura nemtze byt povazovéna jako patogenni forma
R. solanacearum.

Hledejte piiznaky vadnuti a/nebo epinastie, chlorézy nebo krnéni.

Provedte izolaci z rostlin vykazujicich pfiznaky odebranim segmentu ze stonku asi 2 cm nad mistem inoku-
lace. Rozmélnéte a suspendujte v malém mnozZstvi sterilni destilované vody nebo 50 mM fosfitového pufru
(dodatek 4). Provedte izolaci ze suspense zfedovacim roztérem pokud mozno na selektivni zivné pdé (doda-
tek 2), a nechte inkubovat 48 az 72 hodin pii teploté 28 °C a vyhodnotime na vyskyt typickych kolonif pro
R. solanacearum.
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Dodatek 1

Laboratofe zapojené do optimalizace a schvalovani protokoli

Laboratof (1) Misto Zemé
Agentur fir 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
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bolon Itdlie
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Itdlie
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Nizozemsko
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Nizozemsko
Direccdo-Geral de Proteccdo das Culturas Lisabon Portugalsko
Centro Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spanélsko
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencie Spanélsko
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Svédsko

(") Kontakty: viz internetovd stranka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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Dodatek 2

Zivné pady pro izolaci a kultivaci organismu R. solanacearum

a) zivné pidy pro izolaci a kultivaci

Zivny agar (NA)
Zivny agar (Difco) 230¢g

Destilovana voda 1,01

Rozpustte slozky a sterilujte tlakem pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Kvasnicno-pepton-glukézovy agar (YPGA)

Kvasnicovy extrakt (Difco) 50¢g
Bacto-Pepton (Difco) 50¢g
D(+) Glukéza (monohydrat) 10,0 g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Destilovana voda 1,01

Rozpustte slozky a sterilujte tlakem pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Sacharézopeptonovy agar (SPA)

Sacharéza 20,0 g
Bacto-Peptone (Difco) 50¢g
K,HPO, 05g
MgSO,.7H,0 025g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Destilovana voda 1,01
pH 7,2-7,4

Rozpustte slozky a sterilujte v autokldvu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Kelmanovo tetrazoliové médium

kasein hydrolyzat (Difco) 10g
Bacto-Pepton (Difco) 10,0 g
Dextroza 50¢g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Destilovand voda 1,01

Rozpustte slozky a sterilujte v autokldvu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Ochladte na 50 °C a pfidejte filtrem sterilizovany roztok 2,3,5-trifenyl-tetrazoliumchloridu (Sigma), az do dosazeni
konecné koncentrace 50 mg na litr.

b) Validované selektivni Zivné pidy
Zivnd pilda SMSA (Englebrecht, 1994 ve znéni Elphinstone et al., 1996)

Zékladni Zivnd ptda

Casamino kyseliny (Difco) 10g

Bacto-Pepton (Difco) 10,0 g
Glycerol 5,0 ml
Bacto-Agar (Difco) (viz pozn. 2) 150¢

Destilovana voda 1,01
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Rozpustte slozky a sterilujte v autokldvu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Ochladte na 50 °C a pridejte filtrem sterilizovany vodny roztok nasledujicich slozek, abyste ziskali stanovenou kone¢-
nou koncentraci:

Krystalovd violet (Sigma) 5 mg|l

Polymixin-B-sulfdt (Sigma P1004) 600 000 U (priblizné 100 mg)/1
Bacitracin (Sigma B-0125) 1250 U (pfiblizné 25 mg)/l
Chloramfenikol (Sigma C-3175) 5 mg/l

Penicilin-G (Sigma P-3032) 825 U (priblizné 0,5 mg)/1
2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid (Sigma) 50 mg/l

Pozn.:

1. Pouziti jinych reagenci vyse uvedenych muze ovlivnit rtist R. solanacearum.

2. Misto Bacto-Agar (Difco) miize byt pouzit Oxoid Agar #1. V takovém piipadé bude rist R. solanacearum pomalejsi, ale mize to
viak také omezit rist konkurencnich saprofyti. Typické kolonie R. solanacearum se mohou tvofit o 1-2 dny déle a cervené

3. Zvyseni koncentrace bacitracinu na 2 500 U/l mize omezit populace konkurencnich bakterii bez ovlivnéni ristu Ralstonia
solanacearum.

Uchovavejte a skladujte roztoky antibiotik pfi teploté 4 °C v temnu a spotiebujte do 1 mésice.
Misky s médiem by mély byt pfed pouzitim zbaveny povrchové kondenzace.
Zabrante piilisnému suseni média.

Kazdd nové pfipravend Sarze zivné piidy by méla byt podrobena kontrole kvality Zivné piidy roztérem suspense refe-
ren¢ni kultury R. solanacearum na médium (viz dodatek 3) a pozorovanim, zda se po 2 az 5 dnech pii teploté 28 °C
objevi typické kolonie.

¢) Validované obohacené Zivné pidy

Zivnd piida SMSA (Elphinstone et al., 1996)

Provedte piipravu jako pro selektivni agarovou Zivnou piidu SMSA, ale vynechte Bacto-Agar a 2,3,5-trifenyltetrazo-
lium chlorid.

Upravend zivnd piida Wilbrink (Caruso et al., 2002)

Sacharéza 10¢
Protedzovy pepton 5¢
K,HPO, 05g
MgSO, 025¢
NaNO, 025¢
Destilovand voda 11

Sterilujte tlakem pii teploté 121 °C po dobu 15 minut a ochladte na 50 °C.

Pridejte antibioticky zdsobni roztok jako pro Zivnou ptidu SMSA.
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Dodatek 3

A. Komer¢ni standardizovany kontrolni materidl

a) Izolované bakteridini kultury

Nésledujici izolované bakteridln{ kultury se doporucuji jako standardni referen¢ni materiél bud k pozitivni kon-
trole (tabulka 1) nebo béhem optimalizace testli, aby se zabranilo vzdjemnému pisobeni (tabulka 2). VSechny

kmeny jsou komeréné dostupné a lze je ziskat z téchto sbirek:

1. Nérodni sbirka patogennich bakterif rostlin (NCPPB), Ustiedni védecka laboratof York, UK.

2. Sbirka kultur sekce ochrany rostlin (PD), Wageningen, Nizozemsko.

3. Francouzskd sbirka patogennich bakterii rostlin (CFBP), Ustav fytobakteriologie INRA, Angers, Francie.

Tabulka 1 Referencni panel izolovanych bakteridlnich kultur SMT R. solanacearum

SMT

Kod NCPPB # Jiné kody Zemé pvodu Biovar
NCPPB 4153 6 CEBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egypt 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Turecko 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Anglie 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Kypr 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Svédsko 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgie 2
NCPPB 4156 (") 71() | PD 2762, CFBP 3857 Nizozemsko 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Francie 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80 Portugalsko 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Spanélsko 2
NCPPB 4161 76 B3B Némecko 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 USA 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Kostarika 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Kolumbie 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brazilie 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Peru 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131a Austrélie 3
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filipiny 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 Cina 5

() Pouzijte jako standardni referen¢ni kmen R. solanacearum biovar 2 (rod 3).

Pozn.:  Spolehlivost vyse uvedenych kment mizZe byt zarucena pouze v piipadé, Ze pochézeji z pivodnich sbirek kultur.
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Tabulka 2 Referencni panel SMT sérologicky nebo geneticky pfibuznych bakterii k optimalizaci detek¢nich testti

Kod NCPPB SI;;[T Jiné kody Identifikace
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (?)
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. marginalis ()
NCPPB 4164 - CFBP 2227 Burkholderia cepacia (%)
NCPPB 4165 - CFBP 2459 Ralstonia pickettii (2)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii (')
CSL Pr1150
NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (")
PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (')
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli ()
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae (1)
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (1)
NCPPB 3726 59 CEBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium (1) () (%)
NCPPB 4168 61 CEBP 4619 Enterobacter sp. (')
IPO S339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp. (1)
NCPPB 4170 63 CFBP 4621 Ochrobactrum anthropi (1) (2)
IPO S306
NCPPB 4171 64 CFBP 4622 Curtobacterium sp. (*) ()
IPO 1693
NCPPB 4172 65 IPO 1696a Pseudomonas sp. (1)
NCPPB 4173 - PD 2318 Aureobacterium sp. (2)
NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. () ()

(") Potencionalni kifzové reagujici kmen v sérologickych testech (IF a/nebo ELISA) s polyklondlnim antisérem.

() Kmen, ze kterého lze v nékterych laboratorich amplifikovat produkt PCR na podobnou velikost, jako je o¢ekdvand velikost pfi
pouziti specifickych primerti OLI-1 a Y-2 (viz dodatek 6).

(%) Pravdépodobnost kiizové reakce ve vétsiné testdl, ale vyskyt zndm pouze u bandnd v Indonésii.

b) Komereni standardizovany kontrolni materidl

Nésledujici standardni kontrolni materidl je mozné ziskat ze sbirky kultur NCPPB.

Mrazené susené pelety bramborového extraktu ze 200 zdravych hliz bramboru k negativni kontrole viech testd.

Mrazené suené pelety bramborového extraktu ze 200 zdravych hliz bramboru obsahujici 10° az 10* a 10* az
10° bunék biovaru 2 R. solanacearum (kmen NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) jako pozitivni kontroly sero-
logickych a PCR testti. Protoze zivotaschopnost buiiky je ovlivnéna lyofilizaci, nejsou tyto vhodné jako standardy

v testech izolace a testech patogenity.

Ve formaldehydu fixované suspense biovaru 2 R. solanacearum (kmen NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857)

s 10° butikami na 1 ml k pozitivni kontrole sérologickych testt.

B. Pfiprava pozitivnich a negativnich kontrol pro screeningové testy vodivych pletiv PCR/IF a FISH

Kultivujte 48hodinovou kulturu virulentntho kmene R. solanacearum rasy 3[biovaru 2 (napf. kmen NCPPB 4156 =
PD 2762 = CFBP 3857) na SMSA Zivné piidé a suspendujte v 10 mM fosfitovém pufru, abyste ziskali bunécnou
hustotu pfiblizné 2 x 108 cfu na 1 ml. Obvykle se ji dosdhne jemné zakalenou suspenz{ rovnajici se optické hustoté

0,15 pfi 600 nm.
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Odeberte dfen z pupkovych koncit 200 hliz z produkce odriidy s bilou slupkou, o které vite, Ze je prosta R.
solanacearum.

Zpracujte pupkové konce vySe uvedenym postupem a resuspendujte peletu v 10 ml.
Pripravte 10 sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek s 900 pl resuspendované pelety.
Preneste 100 pl suspenze R. solanacearum do prvni mikrozkumavky. Protfepejte.
Provedte desetindsobné fedéni v dal$ich péti mikrozkumavkach.

Téchto gest kontaminovanych mikrozkumavek bude pouzito jako kontroln{ pozitivni vzorky. Ctyfi nekontaminované
mikrozkumavky budou pouzity jako kontrolni negativni vzorky. Mikrozkumavky fddné oznacte.

Pripravte pomérné dily 100 pl ve sterilnich 1,5 ml mikrozkumavkéch, ¢imz ziskdte 9 kopii téhoz kontrolniho vzorku.
Uskladnéte pii teploté — 16 az — 24 °C do dalstho pouziti.

Pitomnost a mnozZstvi organismu R. solanacearum v kontrolnich vzorcich by mély byt nejdiive potvrzeny testem IF.

Pro tcely testu PCR provedte extrakci DNA z pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorkd u kazdé série testovacich
vzork.

Pro tacely testti IF a FISH provedte test patogenity na pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorcich u kazdé série
testovacich vzorkd.

Co se tyce testi IF, FISH a PCR, organismus R. solanacearum mus{ byt detekovdn nejméné v poctu 10° a 10* bunék/ml
u pozitivnich kontrolnich vzorkt a u zddnych vzorkd negativni kontroly.
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Dodatek 4

Pufry pro testovaci postupy

OBECNE: Neoteviené sterilizované pufry mohou byt uchovény aZ jeden rok.

1. Pufry pro dcely extrakce

1.1 Extrakéni pufr (50 mM fosfitovy pufr, pH 7,0)

Tento pufr se pouzivd k extrakci bakterif z rostlinnych pletiv homogenizaci nebo tfepanim.

Na,HPO, (bezvody) 426¢g
KH,PO, 272g
Destilovana voda 1,001

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

Uzitené mohou byt nésledujici pomocné slozky:

Ucel Mnozstvi (/1)
Vlocky Lubrol protisrazlivy prostiedek () 05¢g
Silikonovy odpéniovaci prostredek DC Odpénovaci prostiedek () 1,0 ml
Tetrasodiumpyrofosfét Antioxida¢ni prostredek 10¢g
Polyvinylpyrrolidone-40000 (PVP-40) Véze inhibitory PCR 50 ¢

() Pro ucely homogenizacni extrakéni metody.

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

Tento pufr se pouzivé k resuspenzi a fedéni extraktl z vykrojki pupkovych konct hliz bramboru po jejich zahusténi
do formy pelety odstiedénim.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Destilovand voda 1,01

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

2. Pufry pro IF test

2.1 Pufr IF (10 mM roztok chloridu sodného pufrovany fosfitem (PBS), pH 7,2)

Tento pufr se pouzivd k fedéni protildtek

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Na(l 80¢
Destilovana voda 1,01

Rozpustte slozky, zkontrolujte pH a sterilizujte autokldvovanim pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.
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2.2

2.3

3.1

3.2

3.3

3.4

Pufr IF-Tween

Tento pufr se pouzivad k oplachovani podloznich sklicek.

Piidejte 0,1 % Tween 20 do pufru IF.

Fosfatovy pufr s glycerolem, pH 7,6

Tento pufr se pouzivé jako kryci tekutina/roztok na podlozni sklicko ke zvyseni fluorescence.

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

Destilovand voda 100 ml

Kryci roztoky napf Vectashield® (laboratofe Vector Laboratories) nebo Citifluor® (Leica) jsou dostupné na trhu.

Pufry pro dcely nepfimého testu ELISA

Dvojnédsobny uhli¢itanovy potahovaci pufr, pH 9,6.

Na,CO, 6,36 ¢
NaHCO, 11,72 ¢
Destilovana voda 1,001

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

Desetindsobny roztok chloridu sodného pufrovany fosfitem (10X PBS), pH 7,4

NaCl 80,0 g
KH,PO, 20g
Na,HPO,.12H,0 290 ¢
KCl 20¢g
Destilovana voda 1,01
PBS-Tween

10X PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Destilovand voda 895 ml

Blokacni pufr (musi byt Cerstvé ptipraven).

10X PBS 10,0 ml
Polyvinylpyrrolidin-44000 20¢
(PVP-44)

10 % Tween 20 0,5 ml
Susené mléko 05g

Destilovand voda

doplnit do 100 ml
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3.5

4.1

4.2

4.3

4.4

Roztok pro substrét alkalické fosfatdzy, pH 9,8

Diethanolamin 97 ml

Destilovand voda 800 ml

Rozpustime a koncentrovanou HCl upravime pH na 9,8.
Dopliite do 11 destilovanou vodou.

Pridejte 0,2 ¢ MgCl,.

Rozpustte dvé 5 mg tabletky fosfatizového substratu (Sigma) v 15 ml roztoku.

Pufry pro ucely testu DASI ELISA

Potahovaci pufr, pH 9,6.

Na,CO, 1,59 g
NaHCO,4 293¢
Destilovana voda 1000 ml

Rozpustte slozky a zkontrolujte pH 9,6.

10X fosfatosolny pufr (PBS) pH 7,2—- 7,4

NaCl 80,0g
NaH,PO,.2 H,0 40¢g
Na,HPO,.12H,0 270g
Destilovand voda 1000 ml
PBS-Tween

10X PBS 50 ml

10 % Tween 20 5 ml
Destilovana voda 950 ml

Substrdtovy pufr, pH 9,8
Diethanolamin 100 ml
Destilovana voda 900 ml

Smichejte a nastavte hodnotu pH 9,8 koncentrovanou HCL
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Dodatek 5

Stanoveni koncentrace IF a FISH pozitivnich bunék

Spocitejte priimérny pocet typickych fluoreskujicich bunék v jednom pozorovacim poli (c).

Spocitejte pocet typickych fluoreskujicich bunék v 1 okénku mikroskopického sklicka (C).
C=cxS§[s

kde S = plocha 1 pole na sklicku s vice okénky

a s = povrch pole objektivu

s =mi’[4G’K?> kde i = koeficient pole (lisf se v rozmezi 8-24 v zdvislosti na typu okuldru)

K = koeficient tubusu (1 nebo 1,25)

zvétSeni objektivu (100%, 40x atd.)

Vypoctéte pocet typickych fluorescenénich bunék na 1 ml resuspendované pelety (N).
N=Cx1000fy x F

kde

objem resuspendované pelety v kazdém okénku

a faktor fedéni resuspendované pelety.
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Dodatek 6

Validované protokoly a reagencie PCR

Pozn.: Predbézné testovani by mélo umoznit reprodukovatelnou detekei asi 10° az 10* bunék R. solanacearum na 1 ml vzorkového

1.1

1.2

1.3

1.4

extraktu.

Predbézné testovani by rovnéz nemélo ukdzat zddné falesné pozitivni vysledky na panelu vybranych bakteridlnich kment (viz
dodatek 3).

Protokol PCR Seal et al. (1993)

Oligonukleotidové primery

Piimy primer OLI-1 5'-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3'
Reverzni primer Y-2 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’

Ocekdvand velikost amplikonu templdtové DNA R. solanacearum = 288 bp

Reaké¢ni smés PCR

Reagencie Mnozstvi v reakei Konecna koncentrace
Sterilni UPW 17,65 pl
10X pufr PCR (1) (15 mM MgCl,) 2,54l 1X (1,5 mM MgCl,)
Smés dNTP (20mM) 0,25 pl 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 M) 1,25l 1pM
Primer Y-2 (20 pM) 1,25l 1pM
Taq polymerasa (5U/pl) () 0,1yl 05U
MnoZstvi vzorku 2,0 pl

Celkové mnozstvi: 25 ul

(") Metoda byla validovéna pouzitim Taq polymerdzy Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

Reakéni podminky PCR

Provedte ndsledujici cyklicky proces:

1 cyklus: i) 2 minuty pii 96 °C (denaturace templatové DNA)

35 cykla: ii) 20 sekund pfi 94 °C (denaturace templdtové DNA)
i) 20 sekund pfi 68 °C (hybridizace primeri s templdtovou DNA)
iv) 30 sekund pfi 72 °C (syntéza kopie)

1 cyklus: V) 10 minut pfi 72 °C (zdvérecna syntéza)

vi)  ponechte pii teploté 4 °C.

Pozn.:  Tento program byl optimalizovdn pro pouziti termocykleru Perkin Elmer 9600. Pouziti jinych piistroji muze vyzadovat

Restrikéni enzymovd analyza amplikonu.

Produkty PCR vzniklé amplifikaci z R. solanacearum DNA vytvéreji polymorfismus délky restrikénich fragmentd s enzy-
mem Ava II po inkubaci pfi teploté 37 °C.
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2.1

2.2

2.3

2.4

3.1

Protokol PCR Pastrika a Maisse (2000)

Oligonukleotidové primery

Piimy primer Ps-1 5'-agt cga acg gca gcg ggg g -3’
Reverzni primer Ps-2  5'-ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca -3’

Ocekdvana velikost amplikonu templdtové DNA R. solanacearum DNA = 553 bp.

Reak¢ni smés PCR

Reagencie Mnozstvi v reakci Findlni koncentrace

Sterilni UPW 16,025 ul
10X pufr PCR (%) 2,5ul 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 pul 0,1%
Smés dNTP (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer Ps-1 (10 uM) 0,5l 0,2 pM
Primer Ps-2 (10 uM) 0,5 ul 0,2 pM
Taq polymerasa (5U/pl) (') 0,1l 0,5U
Mnozstvi vzorku 5,0 pl

Celkové mnozstvi: 25,0 pl

(") Metoda byla validovdna pouzitim Taq polymerazy Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.
Pozn.: Pavodné optimalizovand pro termocykler MJ Research PTC 200 s polymerasou Gibco Taq Polymerace.
Perkin Elmer AmpliTaq a pufr mohou byt rovnéz pouzity ve stejnych koncentracich.

Reakéni podminky PCR

Provedte nésledujici cyklicky proces:

1 cyklus: i) 5 minut pfi 95 °C (denaturace templdtové DNA)

35 cykla: ii) 30 sekund pii 95 °C (denaturace templdtové DNA)
iii) 30 sekund pii 68 °C (hybridizace primert s templdtovou DNA)
iv) 45 sekund pfi 72 °C (syntéza kopie)

1 cyklus: V) 5 minut pfi 72 °C (syntéza extenze)

vi)  ponechte pii teploté 4 °C.

Pozn.:  Tento program byl optimalizovan pro pouziti termocykleru MJ Research PTC 200. Pouziti jinych piistrojii bude moznd vyza-

Restrikéni enzymovd analyza amplikonu.
Produkty PCR vzniklé amplifikaci z R. solanacearum DNA vytvdreji zfetelny polymorfismus délky restrikénich frag-

mentt s enzymem Taq | po inkubacni dobé 30 minut pii teploté 65 °C. Restrikéni fragmenty specifické pro R. sola-
nacearum maji velikost 457 bp a 96 bp.

Protokol pro multiplexni PCR s interni kontrolou (Pastrik et al., 2002)

Oligonukleotidové primery

Pfimy primer RS-1-F 5'-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3'
Reverzni primer RS-1-R 5'-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3'

Pfimy primer NS-5-F 5'-AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAA G-3'
Reverzni primerNS-6-R ~ 5'-GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC-3’

Ocekavana velikost amplikonu templdtové DNA R. solanacearum = 718 bp (sada primert RS).

Ocekédvand velikost amplikonu interni kontroly PCR 18S rRNA = 310 bp (sada primert NS).
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3.2

33

3.4

4.1

Reaké¢ni smés PCR

Reagencie Mnozstvi v reakei Findln{ koncentrace

Sterilni UPW 12,625 pl
10X pufr PCR () (15 mM MgCl,) 2,54l 1X (1,5 mM MgCly)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
Smés dNTP (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer RS-1-F (10pM) 2,0 ul 0,8 M
Primer RS-1-R (10pM) 2,0 ul 0,8 pM
Primer NS-5-F (10puM) () 0,15l 0,06 pM
Primer NS-6-R (10uM) (2) 0,15 pl 0,06 uM
Taq polymerdza (5U[pl) (') 0,2 ul 10U
Mnozstvi vzorku 5,0 ul

Celkové mnozstvi: 25,0 pl

(") Metoda byla validovéna pouzitim Taq polymerdzy Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

(?) Koncentrace primerti NS-5-F a NS-6-R byly optimalizovany pro vykrojky pletiva pupkovych ¢sti hliz bramboru pomoci homo-
geniza¢ni metody a purifikace DNA podle Pastrika (2000) (viz oddil VI.A.6.1.a)). Pouziti extrakéni metody tiepanim nebo jinych
metod izolace DNA mize vyzadovat nové provedeni optimalizace koncentraci reagencii.

Reakéni podminky PCR

Provedte nésledujici cyklicky proces:

1 cyklus: i) 5 minut pfi 95 °C (denaturace templdtové DNA)

35 cykla: ii) 30 sekund pfi 95 °C (denaturace templdtové DNA)
iii) 30 sekund pfi 58 °C (hybridizace primert s templdtovou DNA)
iv) 45 sekund pii 72 °C (syntéza kopie)

1 cyklus: V) 5 minut pfi 72 °C (konecnd syntéza)

vi)  nechte pii teploté 4 °C.

Pozn.:  Tento program byl optimalizovdn pro pouziti termocykleru MJ Research PTC 200. Pouziti jinych piistroji muze vyzadovat
dpravu jednotlivych krokd cyklu ii), iii) a iv).

Restrikéni enzymovd analyza amplikonu.

Produkty PCR vzniklé amplifikaci z DNA R. solanacearum vytvéieji zietelny polymorfizsmus délky restrik¢nich frag-
ment( s enzymem Bsm [ nebo Isoschizomere (napf. Mva 1269 I) po inkubaéni dobé 30 minut pii teploté 65 °C.

Protokol PCR specificky pro biovar R. solanacearum (Pastrik et al, 2001)

Oligonukleotidové primery

PHimy primer Rs-1-F 5'-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3'
Reverzni primer Rs-1-R 5'-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3'
Reverzni primer Rs-3-R 5'-TTC ACG GCA AGA TCG CTC-3'

Ocekdvand velikost amplikonu templdtové DNA R. solanacearum:
s Rs-1-F/Rs-1-R = 718 bp

s Rs-1-F/Rs-3-R = 716 bp
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4.2

4.3

4.4

Reakéni smés PCR

a)  Protokol PCR specificky pro biovar 1/2

Reagencie Mnozstvi v reakci Konecnd koncentrace
Sterilni UPW 12,925 ul
10X pufr PCR (1) 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 pul 0,1%
Smés d-NTP (20mM) 0,125l 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 pM) 2l 0,8 pM
Primer Rs-1-R (10 pM) 2ul 0,8 pM
Taq polymerdza (5U/ul) (1) 0,2l 1U
Mnozstvi vzorku 5,0 ul

Celkové mnozstvi: 25,0 pl

(") Metoda byla validovéna pouzitim Taq polymerdzy Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

b)  Protokol PCR specificky pro Biovar 3/4/5

Reagencie Mnozstvi v reakci Kone¢nd koncentrace
Sterilni UPW 14,925 pl
10X pufru PCR (%) 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
Smés dNTP (20mM) 0,125l 0,1 mM
Primer Rs-1-F (10 pM) 1yl 0,4 pM
Primer Rs-3-R (10 pM) 1yl 0,4 pM
Taq polymerdza (5Uul) (1) 0,2 ul 1U
Mnozstvi vzorku 5,0 pl

Celkové mnozstvi: 25,0 pl

(") Metoda byla validovadna pouzitim Taq polymerazy Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

Reakéni podminky PCR

Provedte nésledujici cyklicky proces pro obé reakce specifické pro biovary 1/2- a biovary 3/4/5:

5 minut pii 95 °C (denaturace templdtové DNA)
30 sekund pii 95 °C (denaturace templdtové DNA)
30 sekund pii 58 °C (hybridizace primerti s templdtovou DNA)

1 cyklus: i)
35 cykla: ii)
iii)
iv) 45 sekund pii 72 °C (syntéza kopie)
1 cyklus: V) 5 minut pfi 72 °C (konec¢nd syntéza)
vi) ponechte pii teploté 4 °C.

Pozn.:  Tento program byl optimalizovdn pro pouziti termocykleru MJ Research PTC 200. Pouziti jinych piistrojii mize vyzadovat

Restrikéni enzymovd analyza amplikonu.

Produkty PCR vzniklé amplifikaci DNA R. solanacearum pomoci primerti Rs-1-F a Rs-1-R vytvéfeji zietelny polymor-

fizmus délky restrik¢nich

fragmentd s enzymem Bsm I nebo Isoschizomere (napf. Mva 1269 I) po inkuba¢ni dobé 30

minut pii teploté 65 °C. Produkty PCR vzniklé amplifikaci z DNA R. solanacearum pomoci primerti Rs-1-F a Rs-3-R
nemaji zadnd restrikéni mista.
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5.1

5.2

Piiprava nandsSeciho pufru

Bromfenolovd modi (10 % zdsobni roztok)

Bromfenolovd modi

Destilovand voda (redestilovand)

Nandseci pufr

Glycerol (86 %)
Bromfenolovd modi (5.1)

Destilovand voda (redestilovand)

5¢
50 ml

3,5 ml
300 pl
6,2 ml

Pufr 10X Tris -Acetdt -EDTA (TAE), pH 8,0

Tris
Ledovd kyselina octové
EDTA (disodium salt)

Destilovana voda

Pfed pouzitim fedte na 1X.

48,40 g
11,42 ml
3,72 ¢
1,001

Rovnéz dostupny na trhu (napf. Invitrogen nebo rovnocenny).



27.7.2006

Utedni véstnik Evropské unie

L 206/91

Dodatek 7

Validované reagencie pro test FISH

. Oligosondy

Sonda specifickd pro R. solanacearum OLI-1-CY3 5’-ggc agg tag caa gct acc ccc-3

Nespecifickd eubakteridlni sonda EUB-338-FITC 5'-gct gec tee cgt agg agt-3'

. Fixa¢ni roztok

[UPOZORNENI: USTALOVAC JE PARAFORMALDEHYD, KTERY JE JEDOVATY. POUZIITE RUKAVICE A NEVDE-
CHNETE. DOPORUCUJE SE PRACOVAT V DIGESTORL.]

i)  Zahfejte 9 ml ultracisté vody (UPW) na zhruba 60 °C a pfidejte 0,4 g paraformaldehydu. Paraformaldehyd se roz-
pousti po priddni 5 kapek 1N NaOH a michdni na magnetické michacce.

ii)  Upravte pH na 7,0 pfidinim 1 ml 0,1 M fosfitového pufru (PB; pH 7,0) a 5 kapek 1N HCl. Zkontrolujte pH
indikdtorovymi papirky a pifpadné upravte HCl nebo NaOH. [ UPOZORNENI: V ROZTOKU S PARAFORMAL-
DEHYDEM NEPOUZIVEJTE MERIC PH.]

i)  Zfiltrujte roztok pfes membranovy filtr 0,22 pm a uchovejte chranény pfed prachem pii teploté 4 °C do dalstho

pouziti.
3X Hybmix
NaCl 2,7M
Tri-HCl 60 mM (pH 7,4)

EDTA (sterilizovany filtraci a autokldvovanim) 15 mM

Ztedte na 1X, podle potteby.

. Hybridiza¢ni roztok

1X Hybmix

Dodecylsiran sodny (SDS) 0,01 %
Formamid 30 %,
Sonda EUB 338 5 ngful
Sonda OLI-1 nebo OLI-2 5 ngful

Pripravte mnozstvi hybridiza¢niho roztoku podle vypocta v tabulce 1. Na kazdé podlozni sklicko (obsahujici dva riizné
vzorky dvakrdt) se pozaduje 90 pl hybridiza¢niho roztoku. UPOZORNENI: FORMAMID JE VELMI JEDOVATY,
A PROTO POUZITE RUKAVICE A UCINTE POTREBNA BEZPECNOSTNI OPATRENI!

Tabulka 1. Doporuc¢end mnozstvi pro piipravu hybridiza¢ni smési.

Pocet sklicek: 1 4 6 8 10
Steriln{ ultra ¢istd voda 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
3x hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1 % SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamid 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
Sonda EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Sonda OLI-1 nebo OLI-2 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Celkové mnozstvi (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Pozn.: Uchoviévejte viechny roztoky se svétlocitlivymi oligosondami v temnu pfi teploté — 20 °C.
PFi pouziti chraiite pfed pfimym slune¢nim nebo elektrickym svétlem.
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5. 0,IM fosfitovy pufr, pH 7,0

Na,HPO, 852
KH,PO, 5448
Destilovand voda 1,001

Rozpustte slozky, zkontrolujte pH a autokldvujte pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.
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Dodatek 8
Péstovdni lilku a rajcete

Zasejte semena rajcete (Lycopersicon esculentum) nebo lilku (Solanum melongena) do pasterizovaného vysevniho substratu.
Presadte sazenicky s plné rozvinutymi déloznimi listy (10 az 14 dni) do pasterizovaného péstebniho substratu.

Rostliny lilku a rajcete by mély byt pfed naockovdnim péstovany ve skleniku s ndsledujicimi podminkami:

Délka dne 14 hodin nebo pfirozend délka dne nebo delsi
Teplota dennt: 21 az 24 °C
nocni: 14 az 18 °C
Vhodnd odriida rajcete ,Moneymaker*
Vhodna odrida lilku ,Black Beauty*

Dodavatelé: viz internetova strdnka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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PRILOHA 11

Ve vSech piipadech podezieni z vyskytu organismu, kdy screeningovy(é) test(y) provedeny(é) na uvedeném rostlin-
ném materidlu podle vhodnych metod popsanych v piiloze Il dopadl(y) pozitivné a na potvrzeni nebo vyvrdceni
vysledku(t) uvedenou metodou se jesté Cekd, je tieba zadrzet a vhodnym zptsobem konzervovat:

—  v8echny vzorkované hlizy, a pokud mozno, viechny vzorkované rostliny,

— jakykoli zbyvajici vyluh a dodate¢né pfipraveny materidl pro screeningovy(é) test(y), napf. imunofluorescenéni

sklicka

—  vechny piislusné podklady dokud neni vyse uvedeny postup zcela ukonéen.

Uschovdni hliz umozni v piipadé potieby pouzit jinou metodu testovani/Zadrzeni hliz umozni ptipadné testovani
odrad.

V pifpadé potvrzeni vyskytu skodlivého organismu je tieba zadrzet a vhodnym zpfisobem konzervovat nejméné do
jednoho mésice od ozndmeni podle ¢l. 5 odst. 2:

— materidl uvedeny v odstavci 1,

— vzorek napadeného materidlu rajcete nebo lilku vejcoplodého naockovaného vyluhem z hliz nebo rostlin, kde je
to vhodné,

— izolované kultury organismu.
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PRILOHA IV

Prvky Setfeni podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu i) v zdvaznych piipadech zahrnuj:

i)

ii)

mista produkee,

— na nichZ se péstuji rostouci nebo vzrostlé rostliny bramboru, které jsou klonové piibuzné rostlindim bramboru,
u kterych byla zjisténa infekce organismem,

— na nichZ se péstuji rostouci nebo vzrostlé rostliny rajcat, které pochézeji ze stejného zdroje jako rostliny rajcat,
u kterych byla zjisténa infekce organismem,

— na nichz se péstuji rostouci nebo vzrostlé rostliny bramboru nebo rajéete, na které byla uvalena tfedni kontrola
z divodu podezieni na vyskyt organismu,

— na nichZ se péstuji rostouci nebo vzrostlé rostliny bramboru, které jsou klonové piibuzné rostlindm bramboru,
které byly vypéstovany v mistech produkce, na kterych bylo zjisténo zamoreni organismem,

— na nichz se péstuji rostliny bramboru nebo rajcete v sousedstvi zamotenych mist produkce, véetné takovych
mist produkce, kde dochdzi ke sdileni zafizeni a vybaveni ptimo nebo prostiednictvim spole¢ného dodavatele,

— na nichz se k zavlazovani nebo postiiku pouzivd povrchovéd voda z jakéhokoli zdroje, u kterého se potvrdilo
zamofeni organismem nebo je podezieni na zamoreni organismem,

— na nichZ se k zavlazovani nebo postiiku pouzivd povrchovd voda ze zdroje, ktery se pouzivd spolecné s misty
produkce, kterd se ukdzala jako zamofend organismem nebo u nichZ existuje podezieni na zamofeni organismem,

— kterd jsou nebo byla zaplavena povrchovou vodou, u které se potvrdilo zamofeni organismem nebo je pode-
zfeni na zamofeni organismem,

povrchovd voda pouzitd pro zavlazovani nebo postiik poli nebo mista (mist) produkce nebo kterd zaplavila pole
nebo misto (mista) produkee, u kterych se potvrdilo zamofeni organismem.
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PRILOHA V

Prvky, jeZ maji byt zohlednény pfi stanoveni rozsahu pravdépodobného zamofeni podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bod iii)
a ¢l. 5 odst. 1 pism. ¢) bod iii), zahrnujt:

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

— misto (mista) produkce s jakoukoli produkéni vazbou na uvedeny rostlinny materidl oznaceny za zamofeny
podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bod ii), véetné takovych mist, na kterych se pracovni néfadi a zafizeni pouZivaji
spole¢né bud p¥imo nebo pies spole¢ného dodavatele,

— uvedeny rostlinny materidl péstovany v mist¢ (mistech) produkce podle predchozi odrdzky nebo piitomny
v takovém misté (mistech) produkce béhem obdobi, kdy uvedeny rostlinny materidl oznaceny za zamoreny podle
¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii) byl piftomny na tomto misté produkce podle prvni odrazky,

—  prostory, ve kterych se manipuluje s uvedenym rostlinnym materidlem z mist produkce uvedenych v odrazkach
vyse,

— veskeré strojni zaFizeni, dopravni prostfedky, pfepravni kontejnery, skladovaci prostory nebo jejich ¢asti a v3e-
chny ostatni predméty, véetné obalového materidlu, které mohly pfijit do styku s uvedenym materidlem ozna-
¢enym za zamofeny podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bod i),

—  veskery uvedeny rostlinny materidl, ktery byl skladovdn v zafizenich nebo pfiSel do styku s pfedméty uvede-
nymi v pfedchozi odrdzce pied jejich ocistou nebo dezinfeke,

— jako vysledek 3etfeni a testovani podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu i), v p¥{padé brambor ty hlizy nebo rostliny se
sesterskym nebo rodicovskym klonovym vztahem k uvedenému rostlinnému materidlu, resp. v piipadé rajcat ty
rostliny, které vyrostly ze stejného osiva jako uvedeny rostlinny materidl, ktery byl podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a)
bodu ii) prohldSen za zamofeny, a u nichz, tfebaze byly vySetfeny na organismus s negativnim vysledkem, se
zamofeni na zdkladé klonové vazby jevi pravdépodobnym. Miize byt provedena obména testovani pro ovéfeni
shodnosti zamofenych a klondlné ptibuznych hliz nebo rostlin,

— misto (mista) produkce rostlinného materidlu uvedeného v predchozi odrdzce,

— misto (mista) produkce uvedeného rostlinného materidlu, kde se pouzivd k zavlazovani nebo postiiku voda,
kterd byla oznacena jako zamofend podle ¢l. 5 odst. 1 pism. c) bod ii),

— uvedeny rostlinny materidl vypéstovany na polich zaplavenych povrchovou vodou, u které se potvrdilo zamofeni.

Prvky, jez maji byt zohlednény pfi ur¢ovani mozného rozsifeni podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iv) a ¢l. 5 odst. 1 pism.
¢) bodu iii), zahrnujt:

i) v piipadech podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iv)

—  blizkost k jinym mistdm produkce, na nichz se péstuje uvedeny rostlinny materidl,

— spole¢nou produkci a pouziti partii sadbovych brambor,

— mista produkce, kde se pouzivd k zavlazovani nebo postiikovani uvedeného rostlinného materidlu povr-
chovd voda, jestlize je nebo bylo riziko odtoku povrchové vody nebo zaplaveni z mista (mist) produkce,
oznaceného (oznacenych) za zamoiené podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bod ii),
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ii) v piipadech podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iv), kde byla povrchovd voda oznacena jako zamotend podle
¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii):

— misto (mista) produkce uvedeného rostlinného materidlu, na nichz se uvedeny rostlinny materil péstuje
v bezprostiedni blizkosti povrchové vody prohldsené za zamofenou nebo které(d) by touto povrchovou
vodou mohlo(a) byt zaplaveno(a),

— kaZzdd samostatnd zavodnovaci nddrz, kterd md spojitost s povrchovou vodou prohldsenou za zamorenou,
— vodni objekty, které maji spojitost s povrchovou vodou prohldsenou za zamofenou, s pfihlédnutim ke:
— sméru toku a pritoku vody prohldsené za zamofenou,
— plané rostoucim hostitelskym rostlindm z celedi lilkovitych.
3. Ozndmeni, na které odkazuje prvni pododstavec ¢l. 5 odst. 2, zahrnuje:

— ihned poté, co je potvrzena piitomnost organismu laboratornim testovanim pomoci metod uvedenych
v piiloze II:

— u brambor:

a) jméno odridy partie;

b) typ (konzumni, sadbové, atd.) a pfipadné kategorii mnozenf;
— u rajcat jméno odriidy dané partie a pfipadné kategorii,

— aniZ jsou dotéeny pozadavky na ozndmeni podezielého vyskytu v ¢l. 4 odst. 3, ¢lensky stit, ve kterém se vyskyt
potvrdil, pokud je riziko zamofeni vyjmenovaného rostlinného materidlu v jiném c¢lenském stdtu (v jinych clen-
skych stdtech), ihned ozndmi danému ¢lenskému stdtu (Clenskym stattim) potiebné informace podle ¢l. 5 odst. 3,
napf.:

a) ndzev odridy dané partie bramboru nebo rajcete;
b) ndzev a adresu odesilatele a piijemce;
¢) datum doruceni partie brambor nebo rajcat;

d)  velikost dorucené partie brambor nebo rajcat;

o

) kopii rostlinolékaiského pasu nebo alespon ¢islo rostlinolékaiského pasu, nebo pifpadné registraéni ¢islo
péstitele nebo obchodnika a kopii ozndmeni o doruceni.

Poskytnuti téchto informaci se neprodlené ozndmi{ Komisi.

4. Podrobné dodate¢né ozndment, na které odkazuje druhy pododstavec ¢l. 5 odst. 2, musi obsahovat toto:
po dokonéeni viech Setfeni a u kazdého ptipadu:
a)  datum potvrzeni zamofenf;

b)  stru¢ny popis provedeného zkoumadni za tcelem identifikace zdroje a mozného rozsifeni zamofeni véetné irovné
uskute¢néného odbéru vzorkd;

¢) informace o identifikovaném nebo domnélém zdroji (zdrojich) zamofent;

d)  podrobnosti o rozsahu vymezeného zamoteni, véetné poctu mist produkce a u brambor pocty partii s uddnim
odrtdy a v piipadé sadbovych brambor, kategorii;
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podrobnosti o vymezen{ zony, véetné poctu mist produkee, kterd nejsou oznacena jako zamofend, ale jsou zahr-
nuta v z6né;

podrobnosti o ur¢eni vodniho zdroje, véetné ndzvu a umisténi vodniho objektu a rozsahu oznaceni/zdkazu
zavlazovant;

pro kazdou zdsilku nebo partii rostlin rajcete oznaCenou jako zamorenou, osvédéeni predepsand v ¢l. 13
odst. 1 bodu ii) smérnice 2000/29/ES a ¢islo povoleni k pfepravé, podle seznamu uvedeného v piiloze V, ¢dsti
A, odd. 1.2.2 smérnice 2000/29/ES;

jiné takové informace, které se tykaji potvrzeného ohniska (ohnisek), jak jsou pfipadné pozadované Komisi.
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PRILOHA VI
Opatieni uvedend v ¢l. 6. odst. 1 jsou ndsledujici:
—  pouziti jako krmivo pro zvifata po tepelné tpravé, kterd vylouci riziko preziti organismu,
nebo

— uloZeni na tGfedné schvilené sklddce odpadu, kde nehrozi zjistitelné riziko tiniku organismu do Zivotniho pro-
stfedi, napf. priisakem do zemédélské pidy nebo kontaktem s vodnimi zdroji, které by mohly byt pouzity
k zavlazovini zemédélské pudy,

nebo
— spdleni,
nebo

— pramyslové zpracovani s piimym a okamzitym dorucenim do zpracovatelského zdvodu s tGfedné schvalenymi
zaF{zenimi pro likvidaci odpadu, u kterého je zajisténo, Ze neexistuje zddné zjistitelné riziko $ifeni organismu,
a se systémem oCisty a dezinfikovani alesponi odjizdgjicich dopravnich prostredkd,

nebo

— jind opatfeni, pokud bylo prokdzdno, Ze nehrozi zadné zjistitelné riziko $ifeni organismu; tato opatfeni a jejich
odtvodnéni se oznamuji Komisi a ostatnim ¢lenskym statam.

Jakykoli zbyvajici odpad souvisejici s vyse uvedenymi moznostmi nebo vznikly z vyse uvedenych moznosti se musi
neskodné odstranit Gfedné schvdlenymi metodami podle piilohy VII této smérnice.

Vhodné pouziti nebo likvidace uvedeného rostlinného materidlu podle ¢l. 6 odst. 2 pod dohledem pfislusnych dfed-
nich subjektti daného ¢lenského statu (statd), pii jejich vzdjemném informovdni za tcelem zajisténi kontroly v kterém-
koliv okamziku a se souhlasem piislusného tfedniho subjektu clenského stitu, v némz se brambory maji balit nebo
zpracovavat, s ohledem na zafizeni k odstraniovani odpadt uvedend v prvni a druhé odrdzce, zahrnuje:

i)  bramborové hlizy

— budou pouzity jako konzumni brambory urcené ke spotiebg, jiz zabalené pro pfimou doddvku a pouziti
bez piebaleni, na misté s vhodnym zafizenim pro likvidaci odpadu. S bramborami uréenymi k péstovani
1ze na stejném misté manipulovat jen oddélené a po ocisté a dezinfeki,

nebo

— budou pouzity jako konzumni brambory uréené pro priimyslové zpracovani a pro piimou a okamzitou
dodévku do zpracovatelského zdvodu s vhodnym zafizenim pro likvidaci odpadu a systémem ocisty a dezin-
fekce alespon odjizdéjicich dopravnich prostredkd,

nebo

— budou pouzity nékterymi jinymi zptisoby pouziti nebo likvidace, pokud nehrozi zddné zjistitelné riziko
§ifeni tohoto organismu, a s podminkou udéleni souhlasu pifslusnym tfednim subjektem,

ii)  jiné rostlinné partie vcetné stonku a listové tkané:
— budou zniceny,
nebo

— pouzity jinymi zptsoby pouziti nebo likvidace, pokud prokazatelné nehrozi zddné zjistitelné riziko $ifeni
organismu, a s podminkou udéleni souhlasu pfislusnym tfednim subjektem.
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4.1

Vhodné metody dekontaminace predmétii uvedenych v ¢l. 6 odst. 3 zahrnuji ocistu a pfipadnou desinfekei tak, aby
nehrozilo zadné zjistitelné riziko §ifeni tohoto organismu; tato opatfeni se provadéji pod dohledem piislusnych tfed-
nich subjekta clenskych statd.

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

Jestlize byla mista produkce prohldsena za zamofend podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii):

a)  na poli nebo na jednotce s chranénou produkei plodin prohldsené za zamofenou podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a)
bodu ii), tak:

i)  béhem nejméné ¢ty péstitelskych let ndsledujicich po roce prohldseni mista produkce za zamofené:

— budou ucinéna opatieni k odstranéni plané rostoucich rostlin bramboru a rajcat, i jinych hostitel-
skych rostlin organismu véetné rostlin plevelt z ¢eledi lilkovitych,

— nebudou péstovany:
—  hlizy bramboru, rostliny bramboru nebo osivo bramboru,
— rostliny a osivo rajcete,
— s uvdZenim biologie organismu:
— jiné hostitelské rostliny,
— rostliny druhu Brassica, u kterych prokazatelné hrozi riziko pfeZiti organismu,
— plodiny, u kterych prokazatelné hrozi zjistitelné riziko $ifeni organismu,

— v prvnim sklizinovém obdobi brambor a rajcat, ndsledujicim po obdobi uvedeném v pfedchozi odrdzce,
a za podminky, Ze pole bylo shleddno prostym plané rostoucich rostlin bramboru a rajéete i ostatnich
hostitelskych rostlin véetné plevelt z ¢eledi lilkovitych béhem tfednich prohlidek provedenych nej-
méné dva ndsledujici péstitelské roky pied péstovanim

— v piipadé brambor je dovolena pouze produkce konzumnich brambor,

— v pifpadé brambor a rajcat budou sklizené bramborové hlizy ¢i rostliny rajcete testovany postu-

pem podle piilohy II,

— v skliziiovém obdobi brambor a rajcat, ndsledujicim po skliziiovém obdobi uvedeném v ptedchozi
odrdzce a po piislusném rota¢nim cyklu, ktery bude ¢init alespori dva roky, pokud se maji péstovat
sadbové brambory, bude provedeno tfedni etfeni podle ¢l. 2 odst. 1:

nebo
ii) béhem péti péstitelskych let ndsledujicich po roce prohldseni mista produkce za zamorené:

— budou ucinéna opatient, kterd vylouci vyskyt plané rostoucich rostlin bramboru a rajcete i jinych plané
rostoucich hostitelskych rostlin organismu vcetné pleveli z Celedi lilkovitych,

— v prvnich tfech letech bud ponechdni pole ladem nebo péstovani obilovin podle zjisténého rizika,
anebo jeho vyuziti jako stdlé pastviny s castym nizkym secenim nebo intenzivni pastvou nebo pésto-
vani semennych porosti trav s ndslednym péstovanim nehostitelskych rostlin v dalsich dvou letech,
které prokazatelné neptedstavuji zddné riziko pfeziti nebo $ifeni organismu,
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— v prvnim skliziovém obdobi brambor nebo rajcat, které ndsleduje po obdobi specifikovaném v pred-
chozi odrdzce a s podminkou, Ze na poli nebyly nalezeny Zddné plané rostouci rostliny bramboru
nebo rajcete nebo jiné plané rostouci hostitelské rostliny organismu véetné pleveld z ¢eledi lilkovitych
béhem dfednich prohlidek provedenych nejméné dva ndsledujici péstitelské roky pred péstovanim:

— v piipadé brambor bude povolena produkce sadbovych nebo konzumnich brambor,

— sklizené bramborové hlizy, pfipadné rostliny rajcete, budou testovdny postupem podle piilohy
1I;

na viech ostatni polich mista produkce prohldseného za zamofené a s podminkou, Ze piislusné organy se pies-
védcily, Ze riziko spojené s plané rostoucimi rostlinami bramboru a rajéete a ostatnimi plané rostoucimi hosti-
telskymi rostlinami organismu vcetné pleveld z celedi lilkovitych bylo nalezité vylouceno:

v péstitelském roce ndsledujicim po oznaceném zamofen;

— bud nebudou péstovany zadné bramborové hlizy nebo rostliny bramboru nebo osivo nebo jiné hos-
titelské rostliny organismu,

nebo

— v piipadé bramborovych hliz mohou byt péstovéany certifikované sadbové brambory pouze pro pro-
dukci konzumnich brambor,

— v pifpadé rostlin rajcete se sméji péstovat rostliny rajcete ze semen, kterd odpovidaji pozadavkim
smérnice 2000/29/ES, pouze pro produkci ploda,

ve druhém péstitelském roce, ktery ndsleduje po roce prohldseného zamoteni,

— v piipadé bramboru budou péstovany pouze tfedné certifikované sadbové brambory nebo sadbové
brambory tGfedné testované na nepiitomnost hnédé hniloby a péstované pod tfednim dohledem na
jinych mistech produkce, nez kterd jsou uvedena v bodu 4.1 a to bud na sadbu nebo na produkei
konzumnich brambor,

— v piipadé rajcete mohou byt péstovany pouze rostliny rajcete péstované ze semen, kterd odpovidaji
pozadavkim smérnice 2000/29/ES, nebo pokud jsou rozmnozovany vegetativné, péstované z rostlin
rajéete vyprodukovanych z vyse uvedenych semen a vypéstovanych pod tfedni kontrolou na jinych
mistech produkce, nez kterd jsou uvedena v bodu 4.1, a to na produkci plodi rajcete,

nejméné ve tietim péstitelském roce po prohldseni mista produkce za zamofené,

— v piipadé bramboru budou péstovany pouze tiedné certifikované sadbové brambory nebo sadbové
brambory péstované pod Gfednim dohledem z Gfedné certifikovanych sadbovych brambor bud na
produkci sadbovych brambor nebo konzumnich brambor,

— v piipadé rajcat mohou byt péstovany pouze rostliny rajcete vypéstované ze semen, kterd odpovidaji
pozadavkam smérnice 2000/29/ES nebo rostliny rajéete péstované pod tifednim dohledem z vyse uve-
denych rostlin, a to budto na produkei sadby rajcete nebo na produkei plodd,

v kazdém péstitelském roce podle predchozich odrdzek se provadéji opatieni pro odstranéni piipadnych
plané rostoucich rostlin bramboru a jinych plané rostoucich hostitelskych rostlin organismu a v p¥islus-
nych Casech/piislusném obdobi se provadéji Gredni prohlidky porostu a u kazdého bramborového pole se
Gfedné testuji sklizené hlizy bramboru postupem podle p¥ilohy I;

ihned po prohldseni mista produkce za zamofené podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii) a po prvnim ndsledujicim
péstitelském roce:

veskerd strojni zafizeni a skladovaci zafizeni v misté produkce a tykajici se produkce brambor a rajcat
budou vy¢isténa a piipadné dezinfikovdna pouzitim vhodnych metod, jak je uvedeno v bodu 3,

budou zavedeny patficné Gfedni kontroly nad programy zavlazovani a postiiku, véetné zdkazu téchto pro-
gramtl jako prevence proti §ifen{ organismu;



L 206/104

Utedni véstnik Evropské unie

27.7.2006

d)

na jednotce s chrdnénou produkci plodin, prohldsené za zamotenou podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu ii), kde je
mozné zcela vyménit péstebni substrat:

nebudou péstovany zddné hlizy bramboru, rostliny bramboru nebo osivo bramboru ani jiné hostitelské
rostliny organismu véetné rostlin a osiva rajcete, pokud nebyla pro jednotku s chrénénou produkef plodin
zavedena tifedné kontrolovand opatieni pro vylouceni organismu a odstranéni veskerého hostitelského rost-
linného materidlu, véetné, pfinejmensim, kompletni zmény vegetaéniho média a ocisty a piipadné dezin-
fekce dané jednotky a veskerého vybaveni, a pokud nebyl ndsledné ziskdn souhlas k produkci brambor
nebo rajcat od pifslusnych orgénd,

pro produkci brambor, bude pouzito tGfedné certifikované sadby brambor nebo mini-hliz nebo mikroros-
tlin ziskanych z testovanych zdrojt,

u produkce raj¢at musi byt tato produkce péstovana z osiva, kterd spliuji pozadavky smérnice 2000/29/ES
nebo, pokud jsou rostliny rajéat rozmnozovany vegetativng, z rostlin rajéete vyprodukovanych z vyse uve-
denych z osiva vypéstovanych pod tfedni kontrolou,

budou zavedeny tGfedni kontroly nad programy zavlazovani a postiiku, véetné zdkazu téchto programi
jako prevence proti ifeni organismu.

4.2 Ve vymezené z6né, aniz budou dotcena ustanoveni uvedend v bodu 4.1, ¢lenské staty:

musi zajistit, Ze ihned po prohldseni zamofeni budou veskerd strojni vybaveni a skladovaci zafzeni v takovych
prostorach, kterd jsou zapojena do produkce brambor nebo rajéat, vhodné vy¢isténa a dezinfikovdna pomoci
vhodnych metod, jak je uvedeno v bodu 3;

ihned a nejméné po tii péstitelské roky, které ndsleduji po prohldseni o zamofeni:

ba)

bb)

jestlize byla vymezend zéna stanovena podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iv):

—  zajisti dohled piislusnych dfednich subjektt nad zafizenimi, ve kterych se péstuji, skladuji hlizy bram-
boru nebo rajcata nebo se s nimi manipulyje, spolu se zafizenimi, které smluvné poskytuji stroje pro
ucely produkce brambor nebo rajcat,

— vyzaduji, aby v této z6né byla pro vSechny kultury bramboru pouzivina vylu¢né certifikovand sadba
nebo sadba vypéstovand pod tfedni kontrolou a aby sadbové brambory, které byly vypéstovany v mis-
tech produkce zafazenych jako pravdépodobné zamorend podle ¢l. 5 odst. 1 pism. a) bodu iii), byly
po sklizni otestovany,

— vyzaduji oddélenou manipulaci se sklizenymi sadbovymi a konzumnimi bramborami ve viech pod-
nicich v zéné nebo ocistu a piipadné dezinfekci mezi manipulaci se sadbovymi a konzumnimi
bramborami,

— vyzaduji péstovani rostlin rajcete pouze z osiva, které odpovidd pozadavkiim smérnice 2000/29/ES,
nebo, pokud jsou rozmnoZzovény vegetativné, z rostlin rajcete vyprodukovanych z vyse uvedenych
semen pod tfedni kontrolou, u viech rostlin rajcete v rdmci uvedené zény,

— provadi dfedni prizkum podle ¢l. 2 odst. 1;

jestlize byla povrchovd voda prohldsena za zamoienou podle ¢l. 5 odst. 1 pism. ¢) bodu ii) nebo je pova-
zovéana za jeden ze zdroji mozného $ifeni organismu podle piilohy V bodu 2:

— provadi ve vhodnych terminech kazdoro¢ni prizkum, véetné odbéru vzorkd povrchové vody a pii-
padnych hostitelskych rostlin z ¢eledi lilkovitych v doty¢nych vodnich zdrojich a testovéni podle pii-
slusnych metod stanovenych v piiloze II pro uvedeny rostlinny materidl a jiné piipady,
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zavedou tfedni kontroly nad programy zavlazovani a postiiku, véetné zdkazu pouzivini vody pro-
hldsené za zamotenou pro zavlaZovani nebo postiik uvedeného rostlinného materidlu a jinych hosti-
telskych rostlin organismu, kde je to vhodné. Tento zdkaz mizZe byt pfezkouman na zdkladé vysledki
ziskanych z feceného kazdoro¢niho prizkumu a prohldseni (o zamofeni) odvoldno, jestlize se pii-
slusné organy piesvédci, ze povrchovd voda neni naddle zamofena. Pouziti vody, na kterou se vzta-
huje zdkaz, mize byt povoleno, z tfedni moci, pro zavlazovani a postiik hostitelskych rostlin, jestlize
jsou pouzity ufedné schvalené technologie, které vylou¢i vyskyt organismu a jeho $ifent,

jestlize jsou zamofeny vypusti tekutého odpadu, zavedou se tfedni kontroly nad likvidaci pevného
odpadu nebo vypusti tekutého odpadu z primyslového zpracovéani nebo balicich zafizeni, ve kterych
se manipuluje s uvedenym rostlinnym materidlem;

piipadné zavedou program pro obnovu vsech porostii sadbovych brambor v rdmci pfiméfeného casového

obdobi.
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PRILOHA VII

Utedné schvilené metody odstraiiovani odpadu podle piflohy VI odstavce 1 musi spliiovat ndsledujici ustanoveni, aby
bylo vylouceno jakékoli zjistitelné riziko $ifeni organismu:

i)  bramborovy a rajcatovy odpad (véetné vyfazenych brambor a bramborovych slupek a rajcat) a jiny pevny odpad
souvisejici s bramborami a rajcaty (véetné ptidy, kament a jinych necistot) se odstrani takto:

budto uloZenim na dfedné schvélené sklddce odpadu, odkud nehrozi 7ddné zjistitelné riziko tiniku organismu
do prostiedi napf. prosaknutim do zemédélské pidy nebo kontaktem s vodnimi zdroji, jez by mohly byt pou-
zivany pro zavlazovani zemédélské ptidy. Odpad musi byt pfemistén p¥imo na sklddku za takovych podminek
izolace, aby nehrozilo zddné riziko ztrity odpadd,

nebo

spalenim,

nebo

jinymi opatfenimi, pokud prokazatelné nehrozi zadné zjistitelné riziko $ifeni organismu; tato opatfeni musi byt
ozndmena Komisi a ostatnim ¢lenskym stattim,

ii) tekuty odpad: pied likvidaci musi byt tekuty odpad obsahujici suspendované pevné cdstice podroben filtraci nebo
sedimentaci za ti¢elem odstranéni téchto pevnych ¢astic. Tyto pevné Edstice musi byt odstranény podle pododstavce i).

Nasledné musi byt tekuty odpad budto:

zahf{vdn minimélné na 60 °C uvnitf objemu po dobu alespont 30 minut pted odstranéni
nebo

odstranén jinym Gfedné povolenym a kontrolovanym zptsobem, pfi kterém nehrozi Zadné zjistitelné riziko, Ze
by odpad pfisel do styku se zemédélskou ptidou nebo vodnimi zdroji, které by mohly byt pouzity k zavlazovani
zemédélské ptidy. Podrobnosti tohoto zplisobu osetfeni se oznamuji ostatnim ¢lenskym stdtim a Komisi.

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

partit.”



