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(Akty, ktorych uverejnenie je povinné)
SMERNICA KOMISIE 2006/56/ES
z 12. jana 2006,
ktorou sa menia a dopliiajii prilohy k smernici Rady 93/85/EHS o boji proti baktériovej krizkovitosti
zemiaka
KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV, (6)  Pokial ide o postupy ur¢ovania pritomnosti a identifikd-

so zretefom na Zmluvu o zaloZeni Eurépskeho spolocenstva,

so zretefom na smernicu Rady 93/85/EHS zo 4. oktébra 1993 (1)
o boji proti baktériovej krizkovitosti zemiaka, a najmi na jej
¢lanok 12,

kedZe:

(1) Jednym z vyznamnych $kodlivych organizmov zemiakov
je Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedo-
nicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., ktory sposo-
buje baktériovii krazkovitost zemiakov (dalej len ako
,organizmus®).

(2)  Tento organizmus sa v niektorych castiach Spolocenstva

stale vyskytuje.

(3)  Smernica Rady 93/85/EHS stanovila podrobné opatrenia,
ktoré sa proti tomuto organizmu maji prijat v ¢lenskych
Statoch s cieom zistit jeho pritomnost a urcit jeho roz-
miestnenie; predchddzat jeho vyskytu a $ireniu; v pripade
zistenia jeho vyskytu zabrénit jeho $ireniu a bojovat proti
nemu s ciefom vyhubit ho.

(4)  Odvtedy doslo k znaénému vyvoju v chdpani bioldgie,
postupov urcovania pritomnosti a identifikdcie organiz-
mu; okrem toho praktické skiisenosti ziskané v boji proti
tomuto organizmu si vyzaduji prehodnotenie viacerych
technickych ustanoveni v stvislosti s opatreniami tykaja-
cimi sa tohto boja.

(5)  Vzhladom na takyto vyvoj vyvstdva potreba prehodnotit
a aktualizovat opatrenia uvedené v prilohach k smernici
93/85/EHS.

() U.v.ES L 259, 18.10.1993, s. 2.

cie, patria sem neddvno vyvinuté postupy, ako je fluore-
scenénd hybridizdcia in situ (FISH) a polymerdzovd
retazové reakcia (PCR), ako aj zdokonalenie roznych tech-
nickych prvkov sticasného postupu urcovania pritomnosti
a identifikdcie.

(7)  Pokial ide o technické prvky opatreni na boj, vytvorili sa
zdokonalené ustanovenia tykajice sa: spdsobu konzervo-
vania testovanych vzoriek s ciefom zabezpecit spitni
vystopovatelnost organizmu, prvky potrebné na uréenie
rozsahu moznej kontamindcie, podrobnosti ozndmenia
akejkolvek potvrdenej pritomnosti organizmu a relevant-
nej kontaminovanej zény, opatrenia tykajice sa imple-
menticie na miestach vyroby oznacenych ako
kontaminované a v rdmci ohranicenych zén.

(8)  Opatrenia stanovené v tejto smernici st v stlade so stano-
viskom Stdleho fytosanitarneho vyboru,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Clanok 1

Prilohy k smernici 93/85/EHS sa tymto nahrddzaji zodpoveda-
jacimi zneniami v prilohe k tejto smernici.

Cldnok 2

1. Clenské stity prijma a uverejnia najneskor do 31. marca
2007 zakony, iné pravne predpisy a spravne ustanovenia
potrebné na dosiahnutie stiladu s touto smernicou. Bezodkladne
predlozia Komisii text tychto ustanoveni a korela¢ni tabulku
uvadzajiicu tieto ustanovenia a smernicu.

Uplattiuju tieto opatrenia od 1. aprila 2007.

Clenské staty uvedd priamo v prijatych ustanoveniach alebo pri
ich Gradnom uverejneni odkaz na tiito smernicu. Sposob a formu
tohto odkazu upravia ¢lenské staty.
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2. Clenské stity okamzite odoslt Komisii znenie hlavnych
ustanoveni vnutro$tatneho zdkona, ktory prijmu v oblasti posob-
nosti tejto smernice.

Cldnok 3

Této smernica nadobtda G¢innost tretim dilom po jej uverejneni
v Uradnom vestniku Eurépskej tinie.

Cldnok 4

Tato smernica je ur¢end ¢lenskym stdtom.

V Bruseli 12. jina 2006

Za Komisiu
Markos KYPRIANOU
clen Komisie
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PRILOHA I

TESTOVACIA SCHEMA NA DIAGNOSTIKU, URCOVANIE PRITOMNOSTI A IDENTIFIKACIU BAKTERIE,
KTORA SPOSOBUJE KRUZKOVITOST ZEMIAKA, CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. ssp.
SEPEDONICUS (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al.

ROZSAH TESTOVACE] SCHEMY
Predlozend schéma opisuje rozlicné postupy pouzivané pri:
i)  diagndze baktériovej kriizkovitosti zemiaka v zemiakovych hluzich a rastlindch zemiaka;
ii) urcovani pritomnosti Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus vo vzorkdch zemiakovych hliiz a rastlin zemiaka;

i) identifikdcii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus).

VSEOBECNE ZASADY

Optimalizované protokoly pre rozne metddy, validované ¢inidld a podrobnosti o priprave materidlu potrebného na testy
sa stanovujui v dodatkoch. Zoznam laboratérii, ktoré boli zaradené do optimalizdcie a validovania protokolov, sa stano-
vuje v dodatku 1.

KedZe stcastou protokolov je urovanie pritomnosti karanténneho organizmu a budid obsahovat aj vyuzitie Zivotaschop-
nych kultdr C. m. subsp. sepedonicus ako kontrolného materidlu, bude nevyhnutné vykonat postupy na zdklade nélezitych
karanténnych podmienok s adekvatnymi zariadeniami na likviddciu odpadu a na zdklade podmienok nélezitych licencii,
ktoré vydali prislusné trady pre karanténu rastlin.

Parametre testovania musia zarucit pevné a opakovatelné zistenie pritomnosti Grovni C. m. subsp. sepedonicus na prahoch
stanovenych pre vybrané metddy.

Presnd priprava pozitivnych kontrol je nevyhnutnd.

Testovanie v stlade s pozadovanymi prahmi zahfna aj spravne nastavenia, Gdrzbu a kalibraciu zariadenia, starostlivé zaob-
chddzanie s ¢inidlami a ich uchovavanie, ako aj vietky opatrenia na zabrdnenie kontamindcii medzi vzorkami, napr. odde-
lenie pozitivnych kontrol od testovanych vzoriek. Musia sa uplatiiovat normy na kontrolu kvality, aby nedoslo
k administrativnym ¢i inym omylom, najméd pokial ide o oznaCovanie a dokumentdciu.

Pozitivny vyskyt, ako sa uvddza v ¢clanku 4 ods. 2 smernice 93/85/EHS, znamend pozitivny vysledok v diagnostickych
alebo skriningovych testoch, ktoré sa vykonali na vzorke, ako sa uvddza v diagramoch.

Ak je prvy skriningovy test (IF alebo PCR/FISH) pozitivny, existuje podozrenie kontamindcie Cms a musi sa vykonat druhy
skriningovy test. Ak je druhy skriningovy test pozitivny, podozrenie je potvrdené (podozrivy vyskyt) a testovanie podla
schémy musi pokracovat. Ak je druhy skriningovy test negativny, povazuje sa vzorka za nekontaminovant Cms.

Pozitivna reakcia na IF test, ako sa uvddza v cldnku 4 ods. 2, sa teda definuje ako pozitivna reakcia na IF test, ktord sa
potvrdila v druhom skriningovom teste (PCR/FISH).

Potvrdend pritomnost, ako sa uvddza v ¢ldnku 5 ods. 1 smernice 93/85/EHS, znamend izolovanie a identifikdciu Cistej
kultdry C. m. subsp. sepedonicus s potvrdenim patogenity.

1. ZNAZORNENIE VYVOJOVYM DIAGRAMOM

1.1. Schéma urlovania pritomnosti na diagnostikovanie baktériovej kriizkovitosti zemiaka v zemiakovych
hizich a v rastlindch zemiaka s priznakmi baktériovej krizkovitosti zemiaka

Postup testovania sa tyka zemiakovych hliz a rastlin s typickymi alebo podozrivymi priznakmi baktériovej krtiz-
kovitosti zemiaka. Patr{ sem rychly skriningovy test, izoldcia patogénu z infikovaného cievneho pletiva na diag-
nostickych médidch a v pripade pozitivneho vysledku identifikdcia kultdary ako C. m. subsp. sepedonicus.
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zemiakové hluzy alebo rastliny zemiaka s podozrivymi
priznakmi baktériovej kruZzkovitosti zemiaka (')

<

|

RYCHLE DIAGNOSTICKE TESTY (?) )

( TEST IZOLACIE VYREZKOV (%) )

( kolonie s typickou morfoldgiou (*) )

C. m. subsp. sepedonicus

< NIE (%) pritomnost nezistena
vzorku nenapadla

C. m. subsp. sepedonicus

( Cistit' subkultivaciou )
( TESTY IDENTIFIKACIE (¢) )—<>—( TEST PATOGENITY (") )

oba testy potvrdzuju gistu kultaru ako
C. m. subsp. sepedonicus

vzorku nenapadla
C. m. subsp. sepedonicus

vzorku napadila
C. m. subsp. sepedonicus

M Opis priznakov sa uvadza v oddiele 2.
(®  Vhodné testy su:

— IF test (oddiel 4),

— test PCR (oddiel 6),

— test FISH (oddiel 5).

® Hoci je izolovanie patogénu riedenim a platiiovym rozterom z rastlinného materialu s typickymi priznakmi jasné, kultivovanie méze
zlyhat' v pokrocilych fazach infikovania. Saprofytické baktérie rastiice na chorom pletive mézu rast ovela rychlejSie ako patogén alebo
mézu potladit’ jeho rast na izolathom médiu. Preto sa odporica pouZzit zarover neselektivne aj selektivne média, pokial mozno MTNA
(oddiel 8) alebo biotest (oddiel 7).

*) Opis typickej morfologie kol6nie sa uvadza v oddiele 8.

(®) Ak je test izolacie negativny, no priznaky ochorenia su typické, musi sa izolacia zopakovat.

® Spolahliva identifikacia Cistej kultiry C. m. subsp. sepedonicus sa dosiahne pouZzitim testov uvedenych v oddiele 9.
(")  Test patogenity sa opisuje v oddiele 10.
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1.2. Schéma na urcenie pritomnosti a identifikiciu Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus vo vzorkich
bezpriznakovych zemiakovych hliz

Princip

Cielom testovacieho postupu je zistit pritomnost skrytych infekcii v zemiakovych hluzach. Pozitivny vysledok
najmenej dvoch skriningovych testov zaloZenych na roznych biologickych principoch musi doplnat izoldcia pato-
génu a nésledne v pripade izoldcie typickych kol6nif potvrdenie ¢istej kultdry ako C. m. subsp. sepedonicus. Pozi-
tivny vysledok iba jedného zo skriningovych testov nie je dostato¢ny na to, aby sa vzorka povazovala za podozrivi.

Skriningové testy a izolacné testy musia umoznit prah zistenia pritomnosti 10* az 10* buniek/ml resuspendova-
ného peletu a zahrnuji sa ako pozitivne kontroly v kazdej sérii testov.
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( vzorka zemiakovych hluz () )
I
( extrakcia a koncentracia patogénu (?) )

SKRININGOVE TESTY VYREZKOV (%)
IF test (4)/PCR test (5)/FISH test (°)

( prvy skriningovy test () )

C. m. subsp. sepedonicus
pritomnost nezistena
vzorku nenapadla
C. m. subsp. sepedonicus

C. m. subsp. sepedonicus
pritomnost nezistena
vzorku nenapadla
C. m. subsp. sepedonicus

( selektivna izolacia (7) a biotest (8)

[ kolonie s typickou morfolégiou (°)

—/

—/

C .m. subsp. sepedonicus
pritomnost nezistena
vzorku nenapadla
C. m. subsp. sepedonicus

NIE (1)

( Cistit’ subkultivaciou )

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

oba testy potvrdzuju &istu kultaru ako
C. m. subsp. sepedonicus

‘ vzorku nenapadla
C. m. subsp. sepedonicus

vzorku napadla
C. m. subsp. sepedonicus
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(")  Standardna velkost vzorky je 200 hltz, postup sa v8ak da pouzit aj s mensimi vzorkami, ak 200 hluz nie je k dispozicii.

(3  Extrakcia patogénu a metddy koncentracie sa opisuju v oddiele 3.1.

(® Ak najmenej dva testy zaloZzené na réznych biologickych principoch st pozitivne, musi sa vykonat' izolacia a potvrdenie. Vykonaite
najmenej jeden skriningovy test. Ak je tento test negativny, vzorka sa povazuje za negativnu. V pripade, Ze je test pozitivny, vyzaduje
sa druhy alebo dalSie skriningové testy zaloZzené na réznych biologickych principoch s ciefom overit' prvy pozitivny vysledok. Ak druhy
alebo dalsie testy st negativne, vzorka sa povazuje za negativnu. DalSie testy nie su potrebné.

(") Imunofluorescengny (IF) test.
Pre IF skrining vzdy pouZite polyklonalnu protilatku, s dodato¢nymi monoklonalnymi protilatkami je mozné ziskat viac $pecifickosti (pozri
oddiel 4).

(®) TestPCR.
Pouzite nalezite validované PCR ¢inidla a protokoly (pozri oddiel 6).

(®)  TestFish.

Pouzite nalezite validované ¢inidla a protokoly (pozri oddiel 5).

(")  Selektivna izolacia.

S médiom MTNA alebo NCP-88 a 1/100 riedenim resuspendovaného peletu je to v mnohych pripadoch vhodna metéda pre priamu
izolaciu C. m. subsp. sepedonicus. Typické kolonie je mozné ziskat 3 — 10 dni po platiovom roztere. Patogén sa da Gistit' a identifikovat.
Test si na pIné vyuzitie svojho potencialu vyZaduje starostlivi pripravu vyrezkov pupkovych koncov hluz, aby sa predislo kontaminacii
druhotnymi bakériami, ktoré sa spajaju so zemiakovou hluzou a st konkurenénymi organizmami C. m. subsp. sepedonicus na médiu a
moZzu prerast patogén. Ak platriovy test zlyha, izolacia sa musi vykonat z rastlin pouzitych na biotest (pozri oddiel 8).

®) Biotest sa pouziva na izolaciu C. m. subsp. sepedonicus z peletov zo zemiakového extraktu selektivnym obohatenim v rastlinach
baklazanu (Solanum melongena). Test si vyZzaduje optimalne inkuba¢né podmienky tak, ako su uvedené v ramci tejto metddy. Baktérie
inhibujice C. m. subsp. sepedonicus na médiu MTNA alebo NCP-88 do tohto testu najpravdepodobnejSie nebudl zasahovat (pozri
oddiel 7).

(®)  Typicka morfoldgia koldnie sa opisuje v oddiele 8.

("%  Kultivovanie alebo biotesty mézu zlyhat z dévodu konkurencie alebo inhibicie saprofytickymi baktériami. Ak sa v skriningovych testoch
dosiahnu pozitivne vysledky, no izolacné testy su negativne, zopakujte izolacné testy z toho istého peletu alebo odobratim dodatoéného
cievneho pletiva pri pupkovom konci z rozrezanych hluz z tej istej vzorky a, ak je to potrebné, testujte dodato¢né vzorky.

(") Spolahliva identifikacia Cistych predpokladanych kultar C. m. subsp. sepedonicus sa dosiahne pouzitim testov opisanych v oddiele 9.

("?)  Test patogenity sa opisuje v oddiele 10.
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1.3. Schéma na urcovanie pritomnosti a identifikdciu Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus vo vzorkich
bezpriznakovych rastlin zemiaka

[ vzorka segmentov stonky () )
( extrakcia a koncentracia patogénu (?) )
~

SKRININGOVE TESTY VYREZKOV (3)
selektivna izolacia (*)/IF test (5)/PCR test (5)/FISH test (7)
nepovinny pomocny test: biotest (¢

~
kolonie s typickou morfolégiou (%) vSetky vykonané
po izolacii testy negativne D

C. m. subsp. sepedonicus pritomnost’

< NIE (%) nezistena

vzorku nenapadla
' ANO '

C. m. subsp. sepedonicus
( Cistit’ subkultivaciou )

( IDENTIFIKACNE TESTY (') )—<

oba testy potvrdzuju €istu kultaru
ako C. m. subsp. sepedonicus

Vzorku nenapadla
C. m. subsp. sepedonicus

vzorku napadla
C. m. subsp. sepedonicus

hd

TEST PATOGENITY (') )
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(")  Pozri oddiel 3.2 pre odporuganu velkost vzorky.
® Extrakcia patogénu a metédy koncentracie sa opisuju v oddiele 3.2.

(®) Ak najmenej dva testy zaloZzené na réznych biologickych principoch su pozitivne, musi sa vykonat izolacia a potvrdenie.
Vykonajte najmenej jeden skriningovy test. Ak je tento test negativny, vzorka sa povazuje za negativnu. V pripade, Ze je tento test
pozitivny, vyZaduje sa druhy alebo dalSie skriningové testy zalozené na réznych biologickych principoch s cielom overit prvy pozitivny
vysledok. Ak druhy alebo dal$ie testy st negativne, vzorka sa povaZuje za negativnu. Dal$ie testy nie st potrebné.

(*)  Test selektivnej izolacie a typicka morfolégia kol6nie sa opisuju v oddiele 8.

(®)  IF test sa opisuje v oddiele 4.
(®)  Testy PCR sa opisuju v oddiele 6.
()  Test FISH sa opisuje v oddiele 5.
(®) Biotest sa opisuje v oddiele 7.

®) Kultivacia alebo biotesty mézu zlyhat z dévodu konkurencie alebo inhibicie saprofytickymi baktériami. Ak sa v skriningovych testoch
dosiahnu pozitivne vysledky, no izolacné testy su negativne, zopakujte izolacné testy a, ak je to potrebné, testujte dodatocné vzorky.

(") Sporahliva identifikacia istych predpokladanych kultar C. m. subsp. sepedonicus sa dosiahne pouzZitim testov opisanych v oddiele 9.
(")  Test patogenity sa opisuje v oddiele 10.
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2.

2.1.

2.2.

3.1.

VIZUALNE HODNOTENIE PRIZNAKOV BAKTERIOVE] KRUZKOVITOSTI ZEMIAKA

Rastliny zemiaka

V eurdpskych klimatickych podmienkach sa priznaky ndjdu v teréne len zriedka a casto len na konci sezény.
Priznaky sa navyse Casto ukryvaji za priznaky inych chordb, starnutie alebo mechanické poskodenie, alebo sa
s nimi zamienajti. MoZe sa preto lahko stat, Ze pri inpekcidch v teréne zostant priznaky bez povsimnutia. Priz-
naky starnutia sa velmi odliSuji od priznakov baktériovej hnedej hniloby; vddnutie je spravidla pomalé a spo-
Ciatku sa obmedzuje na okraje listov. Mladé infikované listy sa Casto nadalej vyvijaj, ale na infikovanych miestach
menej vyrazne. Listy tak nadobiddaji nepravidelny tvar. Listy postihnuté blokovanim cievnych zvizkov stonky,
nachddzajlice sa niZsie na stonke, Casto rozvijaji chlorotické, Zlté az oranzové interkostdlne oblasti. Infikované
listocky, listy a dokonca stonky mozu pripadne odumriet. Listy a hluzy ¢asto len zmensia svoju velkost. Prilezi-
tostne sa vyvin rastlin zastavi. Farebné obrdzky celého radu priznakov sa nachddzaji na webovej stranke
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

Zemiakové hluzy

Prvymi priznakmi st jemnd sklovitost alebo priesvitnost pletiva bez zmaknutého okolia cievneho systému, pre-
dovsetkym blizko pupkového konca. Sfarbenie prstenca cievnych zvizkov na pupkovom konci moze byt oproti
normalnemu stavu mierne tmaysie. Prvymi lahko identifikovatelnymi priznakmi si Zltkasté sfarbenie prstenca
cievnych zvizkov a vytekanie stlpéekov latky syrovitej konzistencie z ciev pri jemnom stlaceni hluzy. Tento vylu-
Cok obsahuje miliény baktérii. MoZe sa objavit hnednutie cievneho pletiva a priznaky na hluze sa v tomto $tddiu
podobaji na priznaky hnedej hniloby, ktort sposobuje Ralstonia solanacearum. Tieto priznaky sa najprv mozu
obmedzovat na jednu Cast prstenca, nemusi to vak byt nevyhnutne pri pupkovom konci, a postupne sa mozu
rozdirovat na cely prstenec. S postupujicou infekciou dochddza k rozkladu cievnych pletiv; vonkajsia vrstva
zésobného pletiva sa moze oddelovat od vnitornej. V pokrocilych stddidch infekcie sa na povrchu hliz objavuji
priehlbiny, ktoré majii Casto Cerveno-hnedé sfarbenie okrajov. V Eurépe sa neddvno vyskytlo niekolko pripadov
hniloby strednej vrstvy zdsobného pletiva a zdroven aj prstenca cievnych zvizkov, v désledku ¢oho dochddza
k druhotnej invézii prostrednictvom vnitorného vpadnutia a nekrézy. Druhotné napadnutie hubami alebo bak-
ochoreni sa moze stazit, ba az znemoznit. Mozné st aj netypické priznaky. Farebné obrazky celého radu prizna-
kov sa nachddzaji na webovej strainke Komisie http://forum.curopa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

PRIPRAVA VZORIEK

Zemiakové hluzy

Pozndmka:

—  Standardnd velkost vzorky je 200 hltiz na kazdy test. Intenzivnejsi odber vzoriek znamend viac testov na vzorkich tejto
velkosti. Vicsie pocty hliz vo vzorke povedd k inhibicii alebo zlozZitej interpretacii vysledkov. Postup sa viak moze bez
tazkosti uplatnit aj na vzorky s menej ako 200 hluzami, ked je k dispozicii menej hlz.

—  Overenie vietkych metdd na urc¢ovanie pritomnosti opisanych nizsie sa zakladd na testovani vzoriek 200 hliz.

—  Extrakt zemiaka, ktory sa opisuje niZsie, sa moze pouzit aj na urCovanie pritomnosti baktériovej hnedej hniloby zemiaka,
Ralstonia solanacearum.

Nepovinné predbezné spracovanie, ktoré predchddza priprave vzorky:

Hluzy ocistite. Pouzite vhodny dezinfekény prostriedok (zliceniny chléru, ak sa méd pouzit test PCR s cielom
odstranit pripadny patogén DNA) a distiaci prostriedok medzi kazdou vzorkou. Hluzy nechajte na vzduchu
vyschnat. Tento €istiaci postup je uzito¢ny (nie je v§ak povinny) predovietkym pre vzorky s nadbytoénym obsa-
hom pody a tiez ked sa md vykonat test PCR alebo priama izoldcia.

Cistym a dezinfikovanym skalpelom alebo nozom na zeleninu odstraite Supku hluzy na jej pupkovom kondi,
aby bolo vidiet cievne pletivo. Z cievneho pletiva na pupkovom konci kazdej hluzy opatrne vyrezte maly kisok,
dbajte pritom na to, aby sa vyrezalo ¢o najmenej necievneho pletiva (pozri webova strinku
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Pozndmka:

Akékolvek hluzy s podozrivymi priznakmi baktériovej krazkovistosti odlozte nabok a testuje oddelene.
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Ak sa pocas odoberania na pupkovom konci hluzy objavia podozrivé priznaky baktériovej krizkovitosti, mala
by sa vykonat vizudlna prehliadka tejto hluzy po narezani pri pupkovitom konci. Vietky odrezané hluzy s pod-
ozrivymi priznakmi by sa mali suberizovat (zahojenie reznej rany) najmenej dva dni pri izbovej teplote, a potom
uskladnit v chlade v karanténnych podmienkach (pri teplote 4 — 10 °C), pokial sa neskoncia vsetky testy. Vietky
hluzy vo vzorke (vritane hliz s podozrivymi priznakmi) by sa mali uchovdvat v stilade s prilohou IL.

Vyrezky pupkovych koncov hliz umiestnite do nepouzitych jednorazovych nadob, ktoré sa dajti uzatvorit ajalebo
utesnit (v pripade opitovného pouzitia sa nddoby musia dokladne vy¢istit a dezinfikovat pomocou chlérovych
zlGéenin). Vyrezky pupkovych koncov hliiz by sa mali spracovat pokial mozno ¢o najskor. Ak to nie je mozné,
skladujte ich v nddobe bez pridania pufra, ochladené nie dlhsie ako 72 hodin, alebo pri izbovej teplote nie dlhsie
ako 24 hodin. Susenie a suberizicia (zahojenie reznej rany) vyrezkov, ako aj rast saprofytov pocas skladovania
mozu byt prekdzkou pri ur¢ovani pritomnosti baktérie, ktord sposobuje krazkovitost zemiaka.

Vyrezky pupkovych koncov hliiz spracujte jednym z nasledujtcich postupov, a to bud:

a)  pokryte vyrezky dostatoénym mnozstvom (priblizne 40 ml) extrakéného pufra (dodatok 3) a vlozte do rotac-
nej trepacky (50 — 100 otdCok za minttu) na 4 hodiny pri teplote nizsej ako 24 °C, alebo ochladené na
16-24 hodin,

alebo

b)  vyrezky zhomogenizujte s dosatonym mnozstvom (priblizne 40 ml) extra¢ného pufra (dodatok 3) bud
v mixéri (napr. Waring alebo Ultra Thurax), alebo drvenim v utesnenom jednorazovom macera¢nom vrect-
$ku (napr. Stomacher alebo Bioreba strong guage polythene, 150 mm x 250 mm; sterilizované oziarenim)
s pouzitim gumeného kladivka alebo vhodného drviaceho zariadenia (napr. Homex).

Pozndmka:

Riziko kriZzovej kontamindcie vzoriek je vysoké, ked sa vzorky homogenizuji pomocou mixéra. Prijmite opatrenia, aby sa pred-
islo vytvaraniu aerosolu alebo preliatiu pocas extrakéného procesu. Zabezpecte, aby sa pre kazda vzorku pouzili Cerstvo sterili-
zované Cepele mixéra a nddoby. Ak sa md pouzit test PCR, zabrénte akémukolvek prenosu DNA na nddobéch alebo drviacom
zariadeni. Ak sa md pouzit PCR, odporica sa drvenie v jednorazovych vrectiskach a pouzitie jednorazovych skimaviek.

Dekantujte supernatant. Ak je nadmerne kalny, precistite ho bud nizkou rychlostou odstredovania (pri odstredi-
vej sile nie vicsej ako 180 g pocas 10 mintt pri teplote medzi 4-10 °C), alebo vikuovou filtriciou (40-100 pm),
filter premyte dodato¢nym (10 ml) extrakénym pufrom (dodatok 3).

Skoncentrujte bakteridlnu frakciu odstredovanim pri odstredivej sile 7 000 g pocas 15 mindit (alebo 10 000 g pocas
10 mindt) pri teplote medzi 4-10 °C a supernatant vylejte tak, aby ste neporusili vzniknuty pelet.

Pelet resuspendujte v 1,5 ml peletového pufru (dodatok 3). Pouzite 500 ul a test pre C. m. subsp. sepedonicus,
500 pl pre Ralstonia solanacearum a 500 pl na referencné tcely. Pridajte sterilny glycerin do konecnej koncentracie
10-25 % (objem/objem) k 500 pl referen¢ného alikvotného podielu a k zostdvajiicemu testovanej alikvotnému
podielu, pretrepte a skladujte pri teplote — 16 az — 24 °C (nickolko tyzdriov), alebo pri teplote — 68 az — 86 °C
(nickolko mesiacov). Pocas testovania uchovavajte testované alikvotné podiely pri teplote 4-10 °C.

Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie sa neodporca.
Ak sa pozaduje preprava extraktu, zabezpecte dodanie v chladiacom boxe v ¢asovom rozpiti 24 az 48 hodin.

Je nevyhnutné, aby sa so vSetkymi pozitivnymi kontrolami a vzorkami C. m. subsp. sepedonicus zaobchddzalo
oddelene, aby nedoslo ku kontamindcii. Plati to pre podlozné sklicka pre IF test a pre vietky testy.

Rastliny zemiaka

Pozndmbka:

Na urcenie pritomnosti skrytych populdcii C. m. subsp. sepedonicus sa odportica testovat kompozitné vzorky. Postup sa méze bez
tazkosti uplatnit na kompozitné vzorky az do mnozstva 200 Casti stonky. (Ked sa uskuto¢nuji prieskumy, mali by sa zakladat na
Statisticky reprezentativnej vzorke skimanej rastlinnej populdcie.)

Cistym dezinfikovanym nozom alebo zéhradnickymi noznicami odoberte 1-2 cm segment zo spodnej Casti kaz-
dej stonky, tesne nad droviiou pody.
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Segmenty stonky kratko dezinfikujte 70 % etanolom a okamzite ich ususte na hodvabnom papieri.
Segmenty stonky vlozte do uzatvorenej sterilnej nddoby v stlade s nasledujiicimi postupmi odoberania vzoriek:
Segmenty stonky spracujte podla jedného z nasledujtcich postupov, a to bud:

a) segmenty pokryte dostato¢nym mnozstvom (priblizne 40 ml) extrakéného pufra (dodatok 3) a vlozte do
rotacnej trepacky (50 — 100 otdcok za mindtu) na 4 hodiny pri teplote nizsej ako 24 °C, alebo ochladené na
16 — 24 hodin,

alebo

b) segmenty okamzite spracujte drvenim v pevnom macera¢nom vrectiku (napr. Stomacher alebo Bioreba)
s ndlezitym mnozstvom extrakéného pufra (dodatok 3) s pouzitim gumeného kladivka alebo vhodného
drviaceho zariadenia (napr. Homex). Ak to nie je mozné, uchovajte segmenty stoniek ochladené nie dlhsie
ako 72 hodin alebo pri izbovej teplote nie dlhsie ako 24 hodin.

Dekantujte supernatant po usadzovani poc¢as 15 minit.

Dalsie ¢istenie extraktu alebo koncentracie bakterilnej frakcie sa spravidla nevyzaduje, no d4 sa dosiahnut filtra-
ciou afalebo odstredovanim, ako sa opisuje v oddiele 3.1.4 — 3.1.6.

Rozdelte neriedeny alebo koncentrovany extrakt zo vzorky na dve rovnaké asti. Jednu cast uchovajte pocas tes-
tovania pri teplote 4 — 10 °C a druht ¢ast uskladnite pomocou 10 — 25 % (objem/objem) sterilného glycerinu pri
teplote — 16 az — 24 °C (niekolko tyzdnov) alebo pri teplote — 68 az — 86 °C (niekolko mesiacov) v pripade, Ze sa
vyzaduje dalSie testovanie.

IF TEST

Princip

Pouzitie IF testu ako zdkladného skriningového testu sa odportca kvoli jeho preukdzanej schopnosti dosiahnut
pozadované prahy.

Ked sa IF test pouziva ako hlavny skriningovy test a jeho vysledok je pozitivny, test PCR alebo test FISH sa musi
vykonat ako doplnkovy skriningovy test. Ked sa IF test pouziva ako doplnkovy skriningovy test a jeho vysledok
je pozitivny, vyZadujti sa dalsie testy na doplnenie analyzy v stilade s vyvojovym diagramom.

Pozndmka:

Ked sa pouziva IF test ako hlavny skriningovy test, vidy pouzivajte polyklondlnu protilatku. V pripade pozitivneho vysledku IF
testu s polyklonalnou protilatkou mézu dalsie skriningy vzorky s monoklondlnou protilatkou poskytnit viac $pecifickosti, no
mozu byt tieZ menej citlivé.

Pouzite protildtky k referenénému kmetiu C. m. subsp. sepedonicus. Odportica sa, aby sa titer urcil pre kazdd nova davku protild-
tok. Titer sa definuje ako najvyssi roztok, pri ktorom nastane optimélna reakcia pri testovani suspenzie obsahujticej 10° az 10°
buniek na ml homologického kmena C. m. subsp. sepedonicus a s pouzitim vhodného konjugitu fluorescencného izotiokyanatu
(FITC) podla odporticania vyrobcu. Surové polyklondlne alebo monoklonalne protildtky by mali mat titer IF najmenej 1:2000.
Pocas testovania by sa protildtky mali pouzivat v pracovnom riedeni (riedeniach) blizkom alebo na drovni titra. PouzZivajte ove-
rené protildtky (pozri webovi stranku http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home main).

Test by sa mal vykonat na Cerstvo pripravenych extraktoch vzoriek. V pripade potreby sa moze tispesne vykonat na extraktoch
uskladnenych v glycerine pri teplote — 68 az — 86 °C. Glycerin sa dd zo vzorky odstranit pridanim 1 ml peletového pufra (doda-
tok 4), opitovnym odstredovanim pocas 15 mindt pri odstredivej sile 7 000 g a resuspenzii v rovnakom objeme peletového
pufra. Casto to nie je nevyhnutné, najmi ak sa vzorky upevnia na podloznych sklickach flambovanim (pozri 2.2).

Pripravte osobitné kontrolné pozitivne podlozné sklicka homologického kmena alebo akéhokolvek iného refe-
renéného kmena C. m. subsp. sepedonicus, v suspenzii zemiakového extraktu, ako sa uvddza v dodatku 2, a pri-
padne v pufri.

Prirodzene infikované pletivo (udrziavané v lyofilizovanej forme alebo zmrazené pri teplote — 16 az — 24 °C) by
sa malo pouzit, ked je to mozné, ako podobnd kontrola na rovnakom podloznom sklicku.
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Pokial ide o negativne kontroly, pouzite alikvotné podiely extraktu vzorky, ktoré mali pri predchddzajiicom testo-
vani negativny vysledok.

Pouzite viacobjektové podlozné sklicka, podla moznosti s desiatimi jamkami s minimédlnym priemerom 6 mm.

Testujte kontrolny materidl rovnakym spésobom ako vzorky.

Podlozné sklicka pripravte jednym z nasledujicich postupov:

i)  Pri peletoch s relativne malym $krobovym sedimentom:

potrebné pouzit zodpovedajiici vicsi objem) 1/100 roztoku resuspendovaného zemiakového peletu do prvej
jamky. Ndasledne naneste pipetou podobny objem nezriedeného peletu (1/1) do zostdvajicich jamiek v rade.
Dalif rad sa moze pouzit ako duplikt alebo pre druhd vzorku, ako je zndzornené na obrézku 1.

ii) Pre iné pelety:

Pripravte decimdlne riedenia (1/10 a 1/100) resuspendovaného peletu v peletovom pufri. Odmerany $tan-

vvvvv

zodpovedajici vacsi objem) resuspendovaného peletu a z kazdého riedenia naneste pipetou na rad jamiek.
Dal3i rad sa moze pouzit ako duplikdt alebo pre druhti vzorku, ako je zndzornené na obrazku 2.

Kvapky nechajte vyschntit pri teplote okolitého prostredia alebo zohriatim na teplotu 40 az 45 °C. Baktériové
bunky fixujte na podloznom sklicku bud zahriatim (15 mindt pri 60 °C), flambovanim, 95 % etanolom alebo
podla specifickych pokynov od dodavatelov protildtok.

V pripade potreby sa mozu fixované sklicka potom uskladnit zmrazené vo vysusenej schranke pokial mozno ¢o
najkrat3i Cas (maximélne tri mesiace) pred dalsim testovanim.

Postup pri IF

i) Pri priprave podlozného sklicka podla 4.1 i):

Pripravte sadu dvojndsobnych riedeni protildtky v pufri IF. V prvej jamke by mala byt 1/2 titra (T/2), v ostat-
nych 1/4 titra (T/4), 1/2 titra (T/2), titer (T) a dvojndsobok titra (2T).

ii)  Pri priprave podlozného sklicka podla 4.1 ii):

Pripravte pracovné riedenie protilatky v pufri IF. Pracovné riedenie ovplyvni $pecifickost.

Obrézok 1 Priprava podlozného sklicka postupom podla 4.1 i) a 4.3 i)

Riedenia resuspendovaného peletu
1100 11 11 11 11 O Riedenie
resuspendovaného peletu

(T = titer) T/2 T[4 T/2 T 2T O Dvojndsobné riedenia
antiséra/protilatky

Vzorka 1

. 1 . 2 . 3 ’ 4 . 5
Duplikét vzorky 1
alebo vzorka 2 . 6 . . . g . 9 .10
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Obrdzok 2 Priprava podlozného sklicka podla 4.1 ii) a 4.3 ii)

Pracovné riedenie antiséra/protilatky

1/1 1/10  1/100 prdzdneprazdne [ Decimdlne riedenie
resuspendovaného peletu

Vzorka 1

® 0 0 0 0.
Duplikdt vzorky 1
alebo vzorka 2 . . . . .
6 7 8 9 10

Podlozné sklicka ulozte na vlhky papier. Vetky testovacie jamky tplne pokryte riedeniami protildtky. Objem
protildtky nand3any na kazdd jamku musi prinajmensom zodpovedat objemu naneseného extraktu.

Nasledujici postup by sa mal vykonat v pripade, Ze doddvatelia protilitok neposkytli $pecifické pokyny:

Podlozné sklicka na vlhkom papieri nechajte zakryté pocas 30 mindt pri teplote okolitého prostredia (18 — 25 °C).

Z kazdého podlozného sklicka opatrne straste kvapky a podlozné sklicka opatrne opldchnite pufrom IF. Prepla-
chujte 5 mintt v roztoku IF-pufer-Tween (dodatok 3) a potom 5 mindt v pufri IF. Zabrdnte vytvdraniu aerosolu
alebo prenosu kvapocok, ktoré by mohli sposobit krizovi kontamindciu. Prebytoént vlhkost starostlivo odstraite
pijavym papierom.

Podlozné sklicka poloZzte na vlhky papier. Testovacie jamky pokryte riedenim konjugdtu FITC pouZitym na sta-
novenie titra. Objem konjugdtu nandSany na jamky musi zodpovedat objemu aplikovanej protildtky.

Podlozné sklicka na vlhkom papieri nechajte zakryté pocas 30 mindt pri teplote okolitého prostredia (18 — 25 °C).

Kvapky konjugétu opatrne straste z podlozného sklicka. Oplachnite a preplchnite rovnako ako v bode 4.3.3.

Prebyto¢nt vlhkost starostlivo odstranite.

Na kazdd jamku napipetujte 5 — 10 pl 0,1 M glycerinu pufrovaného fosfitom (dodatok 3) alebo komer¢nii kryciu
kvapalinu na udrzanie signdlu a prilozte krycie sklicko.

Hodnotenie testu IF:

Podlozné sklicka prezrite pod epifluorescenénym mikroskopom s filtrami vhodnymi pre excitdciu FITC, pod ole-
jovou alebo vodnou imerziou pri zvicSeni 500 — 1 000. Kazdé policko mikroskopicky prezrite v dvoch navzi-
jom kolmych priemeroch a tiez po obvode. Pri vzorkdch, v ktorych sa nenachddzaji Ziadne bunky alebo len
maly pocet buniek, preskiimajte najmenej 40 mikroskopickych poli.

Najprv prezrite podlozné sklicka s pozitivnou kontrolou. Bunky musia jasne fluoreskovat a byt dplne sfarbené
pri urcenom titri protildtky alebo pracovnom riedeni. Test IF (oddiel 4) sa pri odlisnom sfarbeni musi zopakovat.

V testovacich jamkdch podloznych sklicok pozorujte jasne fosforeskujice bunky s charakteristickou morfoldgiou
C. m. subsp. sepedonicus (pozri webovii stranku http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intenzita flu-
orescencie mus{ byt rovnakd alebo lepsia ako pozitivny kontrolny kmen pri rovnakom riedeni protildtky. Bunky

s netplnym sfarbenim alebo so slabou fluorescenciou neberte na zretel

Ak existuje akékolvek podozrenie z kontamindcie, test sa musi zopakovat. Tento pripad moze nastat, ak vetky
podlozné sklicka v Sarzi vykazuji pozitivne bunky v dosledku kontamindcie pufra, alebo ak sa pozitivne bunky
nachddzaji (mimo jamiek podloZnych sklicok) na krycej vrstve podlozného sklicka.

Existuje viacero problémov stvisiacich so $pecifickostou imunofluorescen¢ného testu. Neziaduce populdcie fluo-
reskujtcich buniek s atypickou morfoldgiou a saprofytickych baktérii spdsobujiicich krizové reakcie s velkostou
a morfoldgiou podobnou C. m. sepedonicus sa pravdepodobne vyskytni v peletoch vyrezkov pupkovitych koncov
hliz a segmentov stoniek.
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Do tvahy zoberte iba fluoreskujiice bunky s typickou velkostou a morfoldgiou pri titri alebo pracovnom riedeni
protildtok, ako sa uvddza v bode 4.3.

Vyhodnotenie vysledkov testu IF:

i) Ak sa ndjdu jasne fluoreskujiice bunky s charakteristickou morfologiou, odhadnite priemerny pocet typic-
kych buniek na mikroskopické pole a vypocitajte pocet typickych buniek na ml resuspendovaného
peletu (dodatok 4).

Vysledok testu IF sa hodnoti ako pozitfvny pri vzorkdch s najmenej 5 x 10 typickych buniek na ml resus-
pendovaného peletu. Vzorka sa povazuje za potencidlne kontaminovant a vyzaduje sa dalsie testovanie.

i)  Vysledok testu IF sa hodnoti ako negativny pri vzorkdch s menej ako 5 x 10 buniek na ml resuspendova-
ného peletu a vzorka sa povazuje za negativnu. Dalsie testovanie sa nevyZaduje.

TEST FISH

Princip

Ked sa test FISH pouziva ako prvy skriningovy test a méd pozitivny vysledok, musi sa vykonat test IF ako druhy
povinny skriningovy test. Ked sa test FISH pouziva ako druhy skriningovy test a mé pozitivny vysledok, vyzaduje
sa dalsie testovanie podla vyvojového diagramu na dokoncenie diagnostiky.

Pozndmka:

Pouzite overené $pecifické oligoproby C. m. subsp. sepedonicus (dodatok 7). Predbezné testovanie touto metdédou by malo umoznit
opakovatelné uréenie pritomnosti najmenej 10°~10* buniek C. m. subsp. sepedonicus na ml pridanych do extraktov vzoriek, ktoré
boli predtym testované s negativnym vysledkom.

Nasledujici postup by sa mal podla moznosti vykonat na &erstvo pripravenom extrakte vzorky, no d4 sa tispesne
vykonat na extrakte vzorky, ktory bol uchovany v glycerine pri teplote — 16 az — 24 °C alebo — 68 az — 86 °C.

Pokial ide o negativne kontroly, pouzite alikvotné podiely extraktu vzorky, ktoré boli predtym testované s nega-
tivnym vysledkom pre C. m. subsp. sepedonicus.

Pokial ide o pozitfvne kontroly, pripravte suspenzie s obsahom 10° az 10° buniek na ml C. m. subsp. sepedonicus
(napr. kmen NCPPB 4053 alebo PD 406) v 0,01 M fosfitového pufra (PB) z 3 — 5-diiovej kultdry (priprava: pozri
dodatok 2). Osobitne pripravte kontrolné pozitivne podlozné sklicka homologického kmena alebo akéhokolvek
iného referenc¢ného kmena C. m. subsp. sepedonicus v suspenzii zemiakového extraktu, ako sa uvddza v dodatku 2.

Pouzitie eubakteridlnej oligoproby s oznacenim FITC umoziuje kontrolovat proces hybridizacie, pretoze sfarbi
vietky eubaktérie pritomné vo vzorke.

Testujte kontrolny materidl rovnakym spésobom ako vzorku (vzorky).

Fixovanie zemiakového extraktu
Nasledujtci protokol sa zakladd na Wullings et al. (1998):
Pripravte fixacny roztok (pozri dodatok 7).

Pipetou naneste 100 pl z kazdého extraktu vzorky do Eppendorfovej skiimavky a odstredujte pri odstredivej sile
7 000 g pocas 8 mindt.

Odoberte supernatant a rozpustite pelet v 500 pl fixativu pripraveného < 24 hodin vopred. Pretrepte a inkubujte
cez noc pri teplote 4 °C.

Je mozné pouzit ako fixativ aj 96 % etanol. V taktomto pripade rozpustite pelet opisany v bode 5.1.2 v zmesi
pozostdvajicej z 50 pl 0,01 M PB a 50 pl 96 % etanolu. Zmieajte pretrepanim a inkubujte pri teplote 4 °C pocas
30 az 60 mindt.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

Odstredujte pocas 8 mindt pri odstredivej sile 7 000 g, odoberte supernatant a resuspendujte pelet v 75 ul 0,01M
PB (pozri dodatok 3).

Naneste 16 pl fixaénych suspenzii na ¢isté multitestové podlozné sklicko, ako znazornuje obr. 3. Aplikujte 2 rozne
neriedené vzorky na kazdé sklicko a pouzite 10 pl na vytvorenie riedenia 1:100 (v 0,01 M PB). Zvysny roztok
vzorky (49 pl) sa moze uskladnit pri teplote — 20 °C po pridani 1 objemovej jednotky 96 % etanolu. V pripade,
ze si skuska FISH vyzaduje opakovanie, odstranite etanol odstredenim a pridajte rovnaké mnozstvo 0,01 M PB
(zmiegajte pretrepanim).

Obrazok 3 Usporiadanie podlozného sklicka pre test FISH

Vzorka 1 Prdzdna Prdzdna Prdzdna Vzorka 2
jamka 1 jamka 2 jamka 3 jamka 4 jamka 5
Vzorka 1 Prézdna Prézdna Prézdna Vzorka 2
jamka 6 jamka 7 jamka 8 jamka 9 jamka 10

Krycie sklicko 1 Krycie sklicko 2

Nechajte podlozné sklicka ususit na vzduchu (alebo v susicke pri teplote 37 °C) a zafixujte ich flambovanim.

V tomto $tddiu je mozné postup prerusit a s hybridizdciou pokracovat nasledujiici den. Podlozné skicka by sa
mali ulozif na suchom mieste, chrdnené pred prachom, pri izbovej teplote.

Predhybridizicia a hybridizicia

Pripravte lyzozymovy roztok s obsahom 10 mg lyzozymu (Sigma L-6876) v 10 ml pufri (100 mM Tris-HCl,
50 mM EDTA, pH 8,0). Tento roztok je mozné uskladnit, no smie sa zmrazit a rozmrazit len raz. Kazda vzorku
pokryte priblizne 50 pl lyzozymového roztoku a inkubujte pocas 10 mindt pri izbovej teplote. Potom namocte
podlozné sklicka jeden raz do demineralizovanej vody a vysuste pomocou filtracného papiera.

Ind moznost: v kazdej jamke pridajte namiesto lyzozymu do pufra 50 pl proteindzy K 40 — 400ug ml™* (20 mM
Tris-HCl, 2mM CaCl,, pH 7,4) a inkubujte pri teplote 37 °C pocas 30 mindit.

Dehydratujte bunky postupnym ponaranim do etanolu 50 %, 80 % a 96 %, do kazdého na 1 mindtu. Podlozné
sklicka ususte na vzduchu v stojane.

Pripravte vlhki inkuba¢nt komoru tak, zZe vysteliete dno hermetickej skatule absorpénym papierom alebo filtrac-
nym papierom nasiaknutym hybmixom 1x (dodatok 7). Predinkubujte skatulu v hybridizacnej peci pri teplote
55 °C pocas najmenej 10 mindt.

Pripravte hybridizacny roztok (dodatok 7) v mnozstve 45 ul na kazdé podlozné sklicko a predinkubujte pocas
5 mindt pri teplote 55 °C.

Podlozné sklicka umiestnite na platiiu zohriatu na teplotu 45 °C a naneste 10 pl hybridiza¢ného roztoku na kazda
z0 4 jamiek na podloznom sklicku (sklickach).

Kazdé podlozné sklicko zakryte 2 krycimi sklickami (24 x 24 mm) tak, aby v nich nezostal vzduch. Tieto pod-
lozné sklicka umiestnite do predhriatej vlhkej komory a hybridizujte cez noc v peci pri teplote 55 °C v tme.

Pripravte 3 kadicky s obsahom 1 1 ultra ¢istej vody (UPW), 11 1x hybmixu (334 ml 3x hybmixu a 666 ml UPW)
a 111/2x hybmixu (167 ml 3x hybmixu a 833 ml UPW). Predinkubujte kazdd z nich vo vodnom kdpeli pri
teplote 55 °C.

Odstrénte krycie sklicka z podloznych sklicok a podlozné sklicka uloZte na stojan.

Odstrante zvysok sondy inkubovanim pocas 15 mindt v kadicke s 1x hybmix pri teplote 55 °C.
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5.2.10. Presunte drziak podlozného sklicka do umyvacieho roztoku 1/2 hybmix a inkubujte pocas dalsich 15 mindt.

5.2.11. Podlozné sklicka krdtko ponorte do UPW a polozte ich na filtra¢ny papier. Odstrdiite prebyto¢nd vlhkost tak, ze
povrch opatrne pokryjete filtra¢nym papierom. Napipetujte 5 — 10 pl roztoku krycej kvapaliny na udrzanie sig-
nélu (napr. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA alebo jej ekvivalent) na kazdi jamku a polozte velké krycie
sklicko (24 x 60 mm) cez celé podlozné sklicko.

5.3. Hodnotenie testu FISH

5.3.1.  Podlozné sklicka okamzite preskiimajte mikroskopom prisposobenym na epifluorescen¢nd mikroskopiu pri zvic-
Senf 630 alebo 1 000x pod olejovou imerziou. S filtrom vhodnym na fluorescenény izotiokyanat (FITC) sa eubak-
filtra pre tetrametylrodamin-5-izotiokyanat, Cy3-sfarbené bunky C. m. subsp. sepedonicus sa ukdzu ako fluore-
scencné Cervené. Porovnajte morfoldgiu buniek s morfoldgiou pozitivnych kontrol. Bunky musia byt jasne fluo-
reskujiice a tplne sfarbené. Test FISH (oddiel 9.4) sa musi zopakovat, ak je sfarbenie odlisné. Kazdé pole
mikroskopicky prehliadnite vo dvoch navzdjom kolmych priemeroch a taktieZ po obvode. V pripade vzoriek,
ktoré neukazuju Ziadny alebo ukazuji len maly pocet buniek, preskiimajte najmenej 40 mikroskopickych poli.

5.3.2.  V testovacich jamkdch podloznych sklicok pozorujte jasne fluoreskujice bunky s charakteristickou morfolégiou
C. m. subsp. sepedonicus (pozri webovi stranku http://forum.europa.cu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intenzita
fluorescencie musi byt rovnaké alebo lepsia ako intenzita fluorescencie pozitivneho kontrolného kmena. Bunky
s netiplnym sfarbenim alebo so slabou fluorescenciou neberte na zretel.

5.3.3. Ak existuje podozrenie na akikolvek kontamindciu, test sa musi zopakovat. Tento pripad méze nastat, ked vietky
podlozné sklicka v ddvke ukazujii pozitivne bunky kvoli kontamindcii pufra alebo ked sa zistia pozitivne bunky
(mimo jamiek podloznych skli¢ok) na krycej vrstve podlozného sklicka.

5.3.4.  Existuje viacero problémov stvisiacich so $pecifickostou testu FISH. M6zu sa objavit neziaduce populdcie fluore-
skujucich buniek s atypickou morfoldgiou a saprofytické baktérie sposobujtice krizové reakcie s velkostou a mor-
fologiou podobnou C. m. subsp. sepedonicus, je to viak menej Casté ako v IF teste, v peletoch pupkovitych koncov
hliz a segmentov stoniek.

5.3.5. Do tvahy sa bert len fluoreskujiice bunky s typickou velkostou a morfoldgiou, pozri 5.3.2.
5.3.6.  Vyhodnotenie vysledkov testu FISH:

i)  Platné vysledky testu FISH sa dosiahnu, ak sa ndjdu jasnozeleno fluoreskujice bunky s velkostou a morfolé-
giou typickou pre C. m. subsp. sepedonicus s pouzitim filtra FITC a jasnocerveno fluoreskujtice bunky s pouzi-
tim rodaminového filtra vo vietkych pozitivnych kontroléch, avsak v Ziadnej negativnej kontrole. Ak sa zistia
jasno fluoreskujtice bunky s charakteristickou morfolégiou, odhadnite priemerny pocet typickych buniek na
kazdé mikroskopické pole a vypocitajte pocet typickych buniek na ml resuspendovaného peletu (doda-
tok 4). Vzorky s najmenej 5 x 10 typickych buniek na ml resuspendovaného peletu sa povazujti za poten-
cidlne kontaminované. Vyzaduje sa dalsie testovanie. Vzorky s menej ako 5 x 10° typickych buniek na ml
resuspendovaného peletu sa povazuji za negativne.

ii)  Test FISH je negativny, ak sa jasnocerveno fluoreskujiice bunky s velkostou a morfoldgiou typickou pre
C. m. subsp. sepedonicus nendjdu s pouzitim rodaminového filtra za predpokladu, zZe typické jasnocerveno
fluoreskujtice bunky sa ndjdu v preparatoch pozitivnych kontrol s pouzitim rodaminového filtra.

6. TEST PCR

Principy

Ked sa test PCR pouziva ako zdkladny skriningovy test a md pozitivny vysledok, test IF sa musi vykonat ako
druhy povinny skriningovy test. Ked sa test PCR pouziva ako druhy skriningovy test a md pozitivny vysledok,
vyzaduje sa dalsie testovanie podla vyvojového diagramu na dokonéenie diagnostiky.

PIné vyuzitie tejto metddy ako zdkladného skriningového testu sa odportica len vtedy, ak sa ziskala $pecializo-
vand expertiza.
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6.1.

6.1.a)

Pozndmka:

Predbezné testovanie touto metédou by malo umoznit opakovatelné uréenie pritomnosti 10° az 10* buniek C. m. subsp. sepedo-
nicus na ml pridanych do extraktov vzoriek, ktoré sa predtym testovali s negativnym vysledkom. Optimaliza¢né experimenty sa
mozu vyzadovat na dosiahnutie maximdlnych trovni citlivosti a $pecifickosti vo vSetkych laboratérich.

Pouzivajte validované ¢inidld a protokoly PCR. Podla moznosti vyberte metédu s internou kontrolou.

Prijmite potrebné opatrenia s cielom zabranit kontaminacii vzorky cielovou DNA. Test PCR by mali vykonat skiseni odbornici
v $pecializovanych laboratéridch molekuldrnej bioldgie s cielom minimalizovat moznost kontamindcie cielovou DNA.

S negativnymi kontrolami (na extrakciu DNA a procediry PCR) by sa vzdy malo zaobchddzat ako s kone¢nymi
vzorkami v procedire, aby bolo zrejmé, ¢i doslo k nejakému prenosu DNA.

Do testu PCR by sa mali zaradit ticto negativne kontroly:

— extrakt vzorky, ktory sa predtym testoval s negativnym vysledkom pre C. m. subsp. sepedonicus,
— kontroly pufra pouzivané na extrakciu baktérie a DNA zo vzorky,

— reakénd zmes urcend na PCR.

Mali by sa zaradit aj tieto pozitivne kontroly:

— alikvotné podiely resuspendovanych peletov, ku ktorym sa pridal C. m. subsp. sepedonicus (pre pripravu pozri
dodatok 2),

— suspenzia 10° buniek na ml C. m. subsp. sepedonicus vo vode z virulentného izoldtu (napr. NCPPB 2140
alebo NCPPB 4053),

— ak je to mozné, pouzite aj DNA ziskanej zo vzoriek pozitivnych kontrol pri vykondvani testu PCR.

S cielom predist potencidlnej kontamindcii pripravte pozitivne kontroly v prostredi oddelenom od prostredia, v ktorom st
vzorky na testovanie.

Extrakty vzoriek by mali byt co mozno najviac zbavené pody. V nicktorych pripadoch by sa mohlo odporicat
pripravit extrakcie z umytych zemiakov, ak sa majii pouzit protokoly PCR.

Metddy Cistenia DNA
Pouzite vzorky pozitivnych a negativnych kontrol podla opisu v predchddzajiicom texte.
Pripravte kontrolny materidl rovnakym sposobom ako vzorky.

Na cistenie cielovej DNA je k dispozicii celd $kdla metdd v pripade komplexnych substratov vzoriek s cielom
odstranit inhibitory PCR a dalsie enzymatické reakcie a koncentrovat cieloviit DNA v extrakte vzorky.

Nasledujica metdda sa optimalizovala na pouzitie s validovanou metédou PCR, ktord sa opisuje v dodatku 6.

Metdda podla Pastrika (2000)

1. Napipetujte 220 pl lyzovacieho pufra (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) do
1,5 ml Eppendorfovej skimavky.

2. Pridajte 100 pl extraktu vzorky a vloZte do ohrievacieho bloku alebo vodného kipela s teplotou 95 °C na
10 mindt.

3. Skiimavku polozte na lad na 5 mindt.

4. Pridajte 80 pl koncentrovaného roztoku lyzozymu (50 mg lyzozymu na ml v 10 mM Tris HCl, pH 8,0)
a inkubujte pri teplote 37 °C pocas 30 mindit.

5. Pridajte 220 pl Easy DNA® roztoku A (Invitrogen), dobre premiesajte pretrepanim a inkubujte pri teplote
65 °C pocas 30 mindt.



4.7.2006

Uradny vestnik Eur6pskej tnie

L 182/19

6.1.b)

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6. Pridajte 100 pl Easy DNA® roztoku B (Invitrogen), riadne pretrepte tak, aby zrazenina v skiimavke volne
obiehala a vzorka bola rovnomerne visk6zna.

7. Pridajte 500 pl chloroformu a pretrepte tak, aby sa viskozita zniZila a zmes bola homogénna.

8. Odstredujte s odstredivou silou 15 000 g pocas 20 mindt pri teplote 4 °C, aby sa oddelili fazy a vytvorilo sa
rozhranie.

9.  Premiestnite hornd fizu do novej Eppendorfovej skimavky.

10. Pridajte 1 ml 100 % etanolu (- 20 °C), kritko pretrepte a inkubujte na lade pocas 10 minit.

11. Odstredujte s odstredivou silou 15 000 g pocas 20 mintt pri teplote 4 °C a odstrdnte etanol z peletu.

12. Pridajte 500 pl 80 % etanolu (- 20 °C) a premiesajte obratenim skimavky.

13. Odstredujte s odstredivou silou 15 000 g pocas 10 minit pri teplote 4 °C, uchovajte pelet a odstrante etanol.
14. Nechajte pelet ususit na vzduchu alebo v DNA speed vac.

15. Resuspendujte pelet v 100 pl sterilnej UPW a nechajte pri izbovej teplote pocas najmenej 20 mindit.

16. Uchovajte pri teplote — 20 °C, aZ kym sa nebude pozadovat pre PCR.

17. Odstredte ku dnu akikolvek bielu zrazeninu a pouzite 5 pl supernatantu obsahujticecho DNA pre PCR.

Iné met6dy

Uplatnit sa mozu aj iné metddy extrakcie DNA (napr. Qiagen DNeasy Plant Kit) pod podmienkou, Ze sa preukd-
zala ich rovnakd dcinnost v isteni DNA od kontrolnych vzoriek obsahujicich 10° az 10* patogénnych buniek
na ml.

PCR

Pripravte testové a kontrolné matrice pre PCR v stlade s validovanym protokolom (dodatok 6). Pripravte jedno
decimélne riedenie z extraktu vzorky DNA (1:10 v UPW).

Pripravte vhodni reaként zmes PCR v prostredi zbavenom akejkolvek kontamindcie v stlade s uverejnenym pro-
tokolom (dodatok 6). Validovany protokol PCR je viacndsobnou reakciou a patri tam aj internd PCR kontrola.

Pridajte 5 pl extraktu DNA na 25 pl PCR reakcie v sterilnych PCR skamavkach.

Vytvorte vzorku negativnej kontroly, ktord obsahuje iba reakénd zmes PCR, a pridajte namiesto vzorky ultracistd
vodu UPW z rovnakého zdroja, ako sa pouzil v zmesi PCR.

Skiimavky vlozte do toho istého termocykléra, ktory sa pouzil v predbeznom testovani, a spustite ndlezity opti-
malizovany program PCR (dodatok 6).

Analyza produktu PCR

Dekddujte amplikény PCR agarézovou gélovou elektroforézou. Uvedte pod napitie s hodnotou 5 az 8 V/cm
najmenej 12 pl amplifikovanej DNA reakénej zmesi z kazdej vzorky zmiesanej s 3 pl nandsacieho pufra (doda-
tok 6) na 2,0 % (hmotnost/objem) agarézovych géloch v tris-octanovom-EDTA (TAE) pufri (dodatok 6). Pouzite
prislusny markér DNA, napr. 100 bp ladder.

Na odhalenie pdsikov DNA pouzite sfarbenie etidiumbromidom (0,5 mg/l) pocas 30 — 45 mindt, priom dodr-
Ziavajte ndlezité opatrenia na zaobchddzanie s tymto mutagénom.

Pozorujte sfarbeny gél pod transilumindciou kratkymi ultrafialovymi vlnami (napr. N = 302 nm) v pripade ampli-
fikovanych produktov PCR s oc¢akdvanou velkostou (dodatok 6) a zaznamenajte vysledky.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.3.3.

Vo vietkych novych ndlezoch/pripadoch overte autentickost amplikonu PCR vykonanim analyzou enzymatickej
redtrikcie na zvysnej vzorke amplifikovanej DNA inkubovanim pri optimdlnej teplote a pocas optimdlnej doby
s pouzitim vhodného enzymu a pufra (pozri dodatok 6). Digerované fragmenty dekddujte agarézovou gélovou
elektroforézou podla postupu opisaného vyssie a pozorujte charakteristické usporiadanie fragmentov po enzyma-
tickej restrikcii pod ultrafialovou transilumindciou po sfarbeni etidiumbromidom a porovnajte s nedigerovanou
a digerovanou pozitivnou kontrolou

Vyhodnotenie vysledkov testu PCR:

Test PCR je negativny, ak sa nezisti pritomnost $pecifického amplikonu PCR C. m. subsp. sepedonicus s ocakdva-
nou velkostou v danej vzorke, no zisti sa vo vsetkych vzorkdch pozitivnych kontrol (v pripade viacndsobného
PCR so $pecifickymi primermi vnitornej kontroly pre rastlinu: druhy produkt PCR s ocakdvanou velkostou sa
musi amplifikovat s danou vzorkou).

Test PCR je pozitivny, ak sa zist{ pritomnost $pecifického amplikénu PCR C. m. subsp. sepedonicus s o¢akdvanou
velkostou a v pripade potreby s ocakdvanym usporiadanim po restrikcii, pod podmienkou, ze sa neamplifikuje
zo ziadnej zo vzoriek negativnych kontrol. Spolahlivé potvrdenie pozitivneho vysledku je mozné ziskat aj zopa-
kovanim testu s druhym stiborom primerov PCR (oddiel 9.3).

Pozndmka:
Je mozné mat podozrenie na inhibiciu PCR, ak sa ocakdvany amplikén ziska zo vzorky pozitivnej kontroly s obsahom C. m.
subsp. sepedonicus vo vode, no negativne vysledky sa ziskajii z pozitivnych kontrol s C. m. subsp. sepedonicus v zemiakovom extrak-

te. Vo viacndsobnych protokoloch PCR s internymi kontrolami PCR sa inhibicia reakcie ukazuje, ked sa nedosiahne Ziadny z dvoch
amplik6nov.

Je mozné mat podozrenie na kontamindciu, ak sa ocakdvany amplikon ziska z jednej alebo viac negativnych
kontrol.

BIOTEST

Pozndmka:

Predbezné testovanie s touto metédou by malo umoznit reprodukovatelné zistenie 10* az 10* kolénotvornych jednotiek C. m.
subsp. sepedonicus na ml pridanych do vzorkovych extraktov, ktoré boli v predchddzajiicich testoch negativne (pripravu pozri
v dodatku 2).

Najvyssiu citlivost zistenia mozZete ocakdvat, ked pouzijete Cerstvo pripraveny vzorkovy extrakt a podmienky pre
optimdlny rast. Metdda sa viak moze dspesne pouZit pri extraktoch, ktoré boli uskladnené pod glycerinom pri
teplote od — 68 do — 86 °C.

Niektoré odrody baklazdnu predstavujii vyborné selektivne obohacovacie médium pre rast C. m. subsp. sepedoni-
cus, dokonca aj pri nepritomnosti symptémov, a tiez umoziluji vyborny potvrdzovaci test.

Podmienky rastu by mali byt optimélne, aby sa zniZilo riziko chybnych negativnych vysledkov testu.
Ohladom podrobnosti o pestovani rastlin na test pozri dodatok 8.

Rozdelte cely zostdvajiici testovy alikvotny podiel resuspendovaného peletu z kapitoly 3.1.6 alebo 3.2.5 medzi
rastliny baklazdnu pomocou jednej z nizsie uvedenych metdd (7.3 alebo 7.4). Pouzite len rastliny v rastovej faze
2 — 3 az do tplnej expanzie tretej skutocnej rastovej fazy. Aby sa zabezpecilo Gplné vyuzitie resuspendovaného
peletu, ako aj G¢inné naockovanie, postupy uvedené nizsie si budt vyzadovat 15 — 25 rastlin baklazdnov na
kazda vzorku.

Rastliny baklazdnu 1 az 2 dni pred ockovanim nepolievajte, aby ste zniZili ich vnatorné napitie.
Naockovanie pozdizneho rezu

Rastlinu baklazdnu uchopte medzi dva prsty a napipetujte kvapku (asi 5 az 10 pl) rozptyleného peletu na stonku
medzi kli¢ne listy a prvy list.

Skalpelom urobte do stonky priecny rez asi 1 cm dlhy, priblizne do hibky 2/3 hribky stonky, pocnic pri kvapke
ockovacej latky.

Rez uzavrite sterilnou vazelinou z injekénej striekacky.
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7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

7.10.

Naockovanie injekénou striekackou

Stopky rastlin baklazdnu naockujte presne nad kliénymi listami pomocou injekénej striekacky vybavenej hypo-
dermickou ihlou (najmenej 23 G). Vzorku rozdelte medzi rastliny baklazdnu.

Ako pozitivne kontroly naockujte 5 rastlin s alikvotnym podielom 10° to 10° buniek na ml zndmej kultéry C. m.
subsp. sepedonicus a v moznom pripade prirodzene infikovanym hluzovym vldknom (pozri kapitolu 4) pomocou
tej istej ockovacej met6dy (7.3 alebo 7.4).

Ako negativny kontrolu naockujte 5 rastlin sterilnym peletovym pufrom pomocou tej istej ockovacej metody
(7.3 alebo 7.4).

Rastliny inkubujte v karanténnych zariadeniach pocas 4 tyzdiov pri teplote 18 — 24 °C. Rastliny inkubujte pri
dostato¢nom svetle a vysokej vlhkosti (70 — 80 %) a zalievajte ich tak, aby nedochddzlo k podmokaniu alebo vad-
nutiu v dosledku nedostatku vody. Bunky C. m. sepedonicus odumierajii pri teplotich nad 30 °C a optimalna teplota
predstavuje 21 °C. Aby ste sa vyhli kontamindcii, inkubujte rastliny s pozitivnou a negativnou kontrolou na jasne
oddelenych castiach v skleniku alebo v miestnosti na pestovanie, alebo v pripade obmedzeného priestoru zabez-
pecte prisne oddelenie medzi jednotlivymi postupmi. Ak musia byt rastliny na rozne vzorky inkubované v tesnej
blizkosti, oddelte ich vhodnymi clonami. Pri oplodiovani, zalievani, kontrole a inych manipuldcidch musite dévat
velky pozor, aby nedoslo ku vzdjomnej kontamindcii. Je potrebné, aby sa skleniky a miestnosti na pestovanie
udrziavali chranené pred skodiacim hmyzom, ktory moze preniest baktériu zo vzorky na vzorku.

Po tyzdni zaénite pravidelne sledovat symptomy. Vypocitajte pocet rastlin, na ktorych s prejavuji symptony
C. m. subsp. sepedonicus, ktoré sposobuju vidnutie listov na rastlindch baklazdnu, ktoré sa moze zacat bud okra-
jovym, alebo medzizilovym ochabnutim. Zvidnuté pletivd sa najprv sfarbujii do tmavozelena alebo sa na nich
vytvéraja skvrny, pred odumieranim casto blednd. Medzizilové vidnutie md mazlavy vodou nasiaknuty vzhlad.
Odumierajtce tkanivo md casto svetloZlté okraje. Rastliny nemusia byt nutne mftva; ¢im dlhsie je obdobie, ked
sa zaCinajli objavovat symptomy, tym vyssia je moznost prezitia. Rastliny mozu infekciu prekonat. Mladsie rast-
liny baklazdnu st aj vo¢i mensim populdcidm C. m. subsp. sepedonicus ovela citlivejsie ako starsie rastliny, preto
treba pouzit rastliny pred dosiahnutim rastovej fazy 3.

Vadnutie moze byt taktiez vyvolané aj populdciami inych baktérif ¢i hiib, ktoré st v pletivach hliiz zemiaka pri-
tomné. Patri medzi ne Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora supsp. carotovora a Erwinia carotovora subsp. atro-
septica, Phoma exigua var. foveata, ako aj populdciami saprofytickych baktérii. Predovietkym Erwinia chrysanthemi
moze sposobit symptémy na listoch a vddnutie, ktoré je velmi podobné symptémom Clavibacter michiganensis
sepedonicus. Jediny rozdiel spociva v s¢ernet stopiek v pripade infekcii Erwinia chrysanthemi. Dalsie vidnutie sa od
vadnutia sposobeného Clavibacter michiganensisssp subsp. sepedonicus dd odlisit, pretoze dochddza k rychlemu vad-
nutiu celych listov alebo celych rastlin. Rovnako sa moze pripravit farbenie podla Grama: tymto testom sa odlisi
C. m., subsp. sepedonicus od Erwinia spp.

Hned ako sa za¢ni prejavovat symptomy na rastlindch baklazanu, mala by sa zabezpecit opitovnd izoldcia pomo-
cou Casti zvadnutého listového tkaniva alebo tkaniva stopky z rastlin (pozri 3.1.3 v stvislosti s macerdciou).
Povrch listov a stopiek baklazanu dezinfikujte potretim 70 %-nym etanolom. Uskutocnite test IF alebo test PCR
na miazge rastliny baklazdnu a izolujte do vhodného (selektivneho) média (pozri oddiel 8). Rovnako sa moze
pripravit farbenie podla Grama (dodatok 9). Identifikujte ¢isté kultiry predpokladaného C. m. subsp. sepedonicus
a potvrdte patogenecitu (pozri oddiel 9 a 10).

Za ur¢itych podmienok, najmi ked rastové podmienky nie st optimdlne, moze Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus v rastlindch baklazdnu prezivat v podobe latentnej infekcie az 4 tyzdne po naockovani. Ak po 4 tyzd-
nioch nepozorujete Ziadne symptomy, uskuto¢nite IF/PCR testy na zmieSanej vzorke z centimetrovych asti stonky
kazdej testovanej rastliny, ktoré odoberiete nad miestom ockovania. Ak je test pozitivny, mala by sa zabezpecit
opadtovnd izoldcia na vhodnom (selektivnom) médiu podla postupu v oddicle 8. Identifikujte ¢isté kultiry pred-
pokladaného Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a potvrdte patogenitu (pozri oddiel 9 a 10).

Vyhodnotenie vysledkov biotestu:

Platné vysledky biotestu ziskate, ked sa na rastlindch s pozitivnou kontrolou prejavujii typické symptomy, bakté-
ria sa moze opitovne izolovat z tychto rastlin a neprejavujii sa ziadne symptomy pri negativnych kontroldch.

Biotest je negativny, ak testované rastliny nie st infikované Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a pod pod-
mienkou, Ze Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus sa zisti pri pozitivnych kontroldch.

Biotest je pozitivny, ak st testované rastliny nainfikované baktériou Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.
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8.1.

8.2.

8.2.1.

IZOLACIA C. M. SUBSP. SEPEDONICUS

Pozndmka:

Diagnodza je kompletnd len vtedy, ak je Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus izolované, nasledne identifikované (pozri oddiel 9)
a potvrdené testom patogenity (oddiel 10). Hoci je C. m. subsp. sepedonicus organizmom citlivym, mozno ho izolovat z pletiv
vykazujicich priznaky ochorenia.

Mozu ho vsak prerdst rychlorastiice saprofytické baktérie, a preto sii priame izoldcie z peletu pochddzajiceho
z hltiz zemiaka alebo stopkového tkaniva (oddiel 3.1.6 alebo 3.2.5) zlozité. Priama izoldcia Clavibacter michiganen-
sis subsp. sepedonicus sa moze uskutocnit pomocou selektivneho média a primeraného riedenia resuspendova-
ného peletu z vyrezkov pupkovych koncov alebo stopiek zemiakov.

Uskutocnia sa izoldcie zo vSetkych symptomatickych zemiakovych hltz alebo casti stopiek a z rastlin baklazanu,
pri ktorych sa neprejavili Ziadne symptomy, ale test IF/PCR zo zmie$anej vzorky bol pozitivny (pozri oddiel 7.10).
V pripade potreby moZno macerdciu stoniek rastlin baklazanu vykonat podla postupov uvedenych v oddiele 3.1.3.

Ako pozitivne kontroly pripravte decimalne riedenia zo suspenzie s 10° cfu na ml Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (napr. NCPPB 4053 alebo PD 406). Aby sa vylucila akdkolvek moznost kontamindcie, pozitivne kon-
troly pripravte tplne oddelene od vzoriek urcenych na testovanie.

Pre kazdii novopripravent ddvku selektivneho média by sa mala jej vhodnost na rast patogénu otestovat pred-
tym, ako sa pouZije na testovanie beznych vzoriek.

Kontrolny materidl otestujeme tplne rovnakym sposobom ako pri vzorke[vzorkach.

Selektivny platfiovy rozter

Zo 100 pl alikvotného podielu vzorky resuspendovaného rajciakového peletu alebo miazgy baklazanu pripravte
10-ndsobné riedena v peletovom pufri (dodatok 3).

Izoldcia z neriedeného peletu obycajne nie je Gspesnd z dovodu priebercivych rastovych zvyklosti Cms a konku-
ren¢ného posobenia saprofytov. Kedze baktéria je obycajne pritomnd v rozsiahlych populdcidch v infikovanych
tkanivéch, saprofyty sa obycajne mozu riedenim odstrdnit, zatial o patogén zostdva. Preto sa odportica rozdelit
100 pl z kazdej zo vzoriek, 1/100 az 1/10 000 riedeni na médium MTNA alebo médium NCP-88 (dodatok 5)
(pri pouziti Petriho misiek s priemerom 90 mm, pre misky s alternativnou velkostou upravte mnozstvo), pomo-
cou nanasaciek (hokejkového tvaru) a techniky platriového nandsania.

Pozndmka:

Alternativna stratégia spociva v naneseni pociato¢ného alikvotného podielu 100 pl raj¢iakového peletu na prvi platnicku s aga-
rom pomocou nanasacky a potom presuniit nanasacku do druhej platnicky s agarom, vystriekat akykolvek zvysok z nanasacky;
nakoniec zopakovat tento postup pri tretej platnicke, a tak zabezpecit efekt riedenia na platnicke pomocou nandsacky.

Platnicky inkubujte na tmavom mieste pri teplote 21 — 23 °C.

Pociatocné preskiimanie platniciek vratane s odkazom na kontrolné platnicky a pocitanie pravdepodobne tvoria-
cich sa kolénif Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus zacnite po 3 dnoch a nésledne spocitajte pravdepo-
dobne tvoriace sa kolonie po 5, 7, prip. 10 dioch.

Cistenie podozrivych kolénii

Pozndmka:

Preockovévanie pravdepodobne tvoriacich sa kolénii C. m. subsp. sepedonicus by malo prebiehat na médidch YGM pri naockovani
rastlin baklazdnu afalebo ndslednej identifikdcii; malo by sa tak urobit predtym, ako sa zacne na platnickdch prejavovat inten-
zivny rast, t. j. najlepsie po 3 — 5 diioch.

Kolénie s pravdepodobnym C. m. subsp. sepedonicus vstreknite na jedno z nasledujiicich médif (vzorce st uvedené
v dodatku 5):

zivny dextrézovy agar (len pre subkultdry),
kvasnicovo-glukézovy pepténovy agar,
kvasnicovy agar s vyluhom minerdlnych soli.

Inkubujte pocas az 10 dni pri teplote 21 — 24 °C.
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8.2.2.

8.2.3

9.1.

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus rastie pomaly, zvycajne v priebehu 10 dni vytvira bodové, smotanovo
sfarbené a kupolovité kolonie. Fotografie typickych kolénii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (pozri
webovt stranku: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Kultdru opatovnym rozterom precistime.

Subkultdrou mozno rychlost rastu zlepsit. Typické kolénie st smotanovo az slonovinovobiele sfarbené, vyni-
mocne 7lté, okrthle, na povrchu hladké, kupolovito vyhnuté, maji hubovo-roztekavii konzistenciu s ucelenym
okrajom a zvyCajne maja priemer od 1 do 3 mm.

Jednoduché farbenie podla Grama (dodatok 9) moze pomoct pri vybere koloni na dalsie testovanie.

Urcite predpokladané kultdry (pozri oddiel 9) a urobte test patogenity (pozri oddiel 10).

IDENTIFIKACIA

Pomocou najmenej dvoch z nasledujticich testov zaloZenych na rozli¢nych biologickych principoch identifikujte
¢isté kultary izoldtov predpokladaného Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

V potrebnych pripadoch zahrnte pre kazdy uskutoctiovany test zndme referen¢né kmene.

Nutri¢né a enzymatické identifikacné testy

Urcite nasledujtice fenotypické vlastnosti, ktoré st vSeobecne pritomné alebo nepritomné v Clavibacter michiganen-
sis subsp. sepedonicus, na zdklade metéd podla Lelliotta a Steada (1987), Klementa a kol. (1990), bez uvedenia
autora (1987).

Vsetky médid by sa mali inkubovat pri 21 °C a po Siestich diioch by sa mali preskasat. Ak nebudd rést, inkubu-
jeme dalich 20 dni.

Vsetky testy musia obsahovat zndme kontroly s C. m. subsp. sepedonicus. V nutri¢nych a fyziologickych testoch by
sa mali pouzit ockovacie latky zo subkultir vypestovanych na zivnych agaroch. Morfologické porovndvanie sa
musi vykondvat s kultdrami vypestovanymi na Zivnych dextrézovych agaroch.

Testy Ocakdvany vysledok

oxida¢no-fermentacny test (OfF) Inertny alebo slabo oxidativny
aktivita oxiddzy -

rast pri 37 °C -

aktivita uredzy -

hydrolyza eskulinu +

hydrolyza skrobu — alebo slabd
tolerancia 7 % NaCl -

tvorba indolu -

kataldzova aktivita +

tvorba H,S -

vyuZzitie citranov -
skvapaliovanie Zelatiny -

kyselina glycerolova -

kyselina z laktozy — alebo slabd
kyselina z ramnézy -

kyselina z glycerinu -

farbenie podla Grama (dodatok 9) +
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

10.

10.1.

Imunofluorescencny test (IF test)

a)  Pripravte suspenziu priblizne z 10° buniek na ml v pufri IF(dodatok 3).
b)  Pripravte sériu dvojndsobného riedenia prislusného antiséra.

¢) Pouzite metddu IF (oddiel 4).

d)  Pozitivny test IF dosiahnete, ak je IF titer kulttry ekvivalentny s titrom pozitivnej kontroly.

Polymerazova retazova reakcia (test PCR)
a)  Pripravte suspenziu priblizne 10® buniek na ml v pufri.

b)  Zahrejte 100 pl bunkovej suspenzie v uzavretych skimavkach v zahrievacom bloku alebo vo vriacom vod-
nom kdpeli pri teplote 100 °C na 4 mintty. Ak je to potrebné, pomdct moZze pridanie Cerstvo pripraveného
NaOH s kone¢nou koncentraciou 0,05 M na ziskanie bunkového lysitu. Vzorky mozete ndsledne ulozit pri
teplote — 16 az — 24 °C, az kym ich nebudete potrebovat.

¢)  Aplikujte vhodné postupy PCR na amplifikdciu C. m. subsp. sepedonicus specific amplicons (e. g. Pastrik, 2000;
see Appendix 4; Li and de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik and Rainey, 1999; Schaad et al., 1999).

d)  Pozitivnu identifikdciu C. m. subsp. sepedonicus dosiahnete, ak maji PCR amplikény rovnaki velkost a to isté
skrétenie dlzky polymorfného fragmentu ako pri pozitivnej kontrole kmena.

Fluorescen¢nd hybridizécia in situ (test FISH)
a)  Pripravte suspenziu priblizne 10° buniek na ml v UPW.
b) Pouzite metdédu FISH (oddiel 5).

¢)  Pozitivny test FISH dosiahnete, ak sa rovnaké reakcie dosiahnt pri kultdre aj pri pozitivnej kontrole.

Profilovanie mastnych kyselin (FAP)
a)  Kultdru pestujte na tryptikdzovom séjovom agare (Oxoid) 72 hodin pri teplote 21 °C.
b)  Uskutocnite prislusné postupy FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).

¢)  Pozitivny test FAP dosiahnete, ak je profil predpokladanej kultdry totozny s profilom pozitivnej kontroly.
Pritomnost charakteristickych mastnych kyselin je 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso,
16:0 a 17:0 Anteiso je vysoko indikacna pre C. m. sepedonicus. Ostatné rody ako Curtobacterium, Arthrobacter
a Micrococcus tiez obsahuji niektoré z tychto kyselin, ale 15:1 Anteiso A je vzdcna v tychto baktéridch, ale
vyskytuje sa vo vietkych Clavibacter spp. na Grovni medzi 1 — 5 %. V C. m. sepedonicus je hodnota obycajne
okolo 5 %.

BOX-PCR
a)  Pripravte suspenziu priblizne 10° buniek na ml v UPW.

b)  Aplikujte tento test podla daného postupu (Smith et al., 2001)

POTVRDZOVACI TEST

Test patogenity sa musi vykonat ako konecné potvrdenie diagndézy C. m. subsp. sepedonicus a pre zhodnotenie
virulencie kulttr identifikovanych ako C. m. subsp. sepedonicus.

Pripravte ockovaciu latku priblizne z 10 buniek na ml z 3-diiovych kulttr z izoldtu, ktory sa md testovat, ako aj
vhodnt pozitiviu kontrolu kmenia C. m. subsp. sepedonicus.
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10.2.  Naockujte 5 — 10 stoniek bakldzanu mladych semendcov na drovni listov (oddiel 7.3 alebo 7.4).

10.3.  Inkubujte pri teplote 18 — 24 °C pri dostatocnom svelte a relativne vysokej vlhkosti s dostato¢nym zavlaZovanim,
aby sa predislo strestu z podmokania alebo sucha (oddiel 7.7) U ¢istych kultir by sa typické vidnutie malo ziskat
do 2 tyzdnov, ale rastliny, ktoré nebudi po tomto obdobi preukazovat symptémy (pozri 7.8), by sa mali inku-
bovat az do 3 tyzdnov pri teplotich prospievajicich rastu baklazdnov, ale nepresahujucich teplotu 25 °C (doda-
tok 8). Ak sa po 3 dnoch priznaky tohto ochorenia neprejavia, kultira sa nemoze potvrdit za patogénnu formu

C. m. subsp. sepedonicus.

10.4.  Odstrdnenim izolujte zo symptomickych rastlin Cest stopky asi 2 cm nad bodom ockovania. Pokracujte a roz-
ptylte v malom mnozstve sterilnej destilovanej vody alebo 50 mM fosfitového pufra (dodatok 3). Izolujte od
suspenzie nandSanim alebo nandSanim v pruhoch riedenia na MTNA a YPGA (dodatok 5), inkubujte po
dobu 3 - 5 dnf pri teplote 21 — 23 °C a pozorujte tvorbu kolénii typickych pre C. m. subsp. sepedonicus.

Laboratdrid zapojené do optimalizicie a validdcie protokolov

Laboratérium (1) Miesto Krajina
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Vieden a Linz Rakdsko
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgicko
Plantedirektoratet Lyngby Dénsko
Central Science Laboratory York Anglicko
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skétsko
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Francizsko
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Franctzsko
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Nemecko
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Nemecko
State Laboratory Dublin frsko
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Holandsko
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Aas Norsko
Centre
Direccdo-Geral de Protecgdo das Culturas Lisabon Portugalsko
Nacionalni institut za biologijo Lublana Slovinsko
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spanielsko

(") Kontaktni vedecki odbornici: pozri webovii stranku http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home main.




L 182/26

Uradny vestnik Eur6pskej tinie

4.7.2006

Dodatok 2
Priprava pozitivnych a negativnych kontrol pre skriningové testy vyrezkov v PCR/IF a FISH

Vyrobte 72 hodinovi kultiru virulentného kmena C. m. subsp. sepedonicus (NCPPB 4053 alebo PD 406) na zdkladnom
médiu SMSA a suspendujte v 10 mM fosfore¢nanového pufra, aby ste dosiahli bunkovi hustotu priblizne 2 x 10® cfu na
ml. Toto sa obycajne dosiahne pomocou slabo zakalenej suspenzie, ktord je ekvivalentnd s optickou hustotou 0,20 pri
600 nm.

Odstrante kuzelovité vyrezky pupkovych koncov z 200 hliiz pochddzajicich z produkcie odrody s bielou Supkou, o kto-
rej vieme, Ze neobsahuje C. m. subsp. sepedonicus.

Pupkové konce upravte ako obycajne a pelet resuspendujeme v 10 ml.

Pripravte 10 sterilnych 1,5 ml mikroskiimaviek s 900 pl resuspendovaného peletu.

Umiestnite 100 pl suspenzie C. m. subsp. sepedonicus do prvej mikroskimavky. Pretrepte.

Stanovte desiatkové trovne kontamindcie pomocou dalSicho riedenia v dalsich piatich mikroskiimavkéch.

Sest kontaminovych mikroskiimaviek pouzite ako pozitivne kontroly. Styry nekontaminové mikroskiimavky pouzite ako
negativne kontroly. Mikroskiimavky prislusne oznacte.

Pripravte alikvotny podiel 100 pl v sterilnych mikroskiimavkach s objemom 1,5 ml a ziskate tak 9 replik kazdej kontrol-
nej vzorky. Uskladnite pri teplote — 16 aZ — 24 °C az do pouzitia.

Pritomnost a kvantifikdcia C. m. subsp. sepedonicus v kontrolnych vzorkdch by sa mala najskor potvrdit pomocou testu IF.
Pre test PCR uskutocnite extrakciu DNA zo vzoriek pozitivnej a negativnej kontroly pre kazdi sériu testovanych vzoriek.
Pre testy IF a FISH uskutocnite skisky na vzorkdch pozitivnej a negativnej kontroly pre kazdd sériu testovanych vzoriek.

Pre skasky IF, FISH a PCR sa C. m. subsp. sepedonicus musi identifikovat v najmenej 10° a 10* buniek/ml pozitivnych
kontrol a nesmie byt v Ziadnej negativnej kontrole.
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Dodatok 3

Pufre pre testovacie postupy

VSEOBECNE PRAVIDLO: Neotvorené sterilizované pufre sa mozu skladovat az jeden rok.

1.1.

1.2.

2.1.

Pufre pre extrakény postup

Extrakény pufer (50 mM fosfdtovy pufer, pH 7,0)

Tento pufer sa pouziva na extrakciu baktérie z rastlinného tkaniva pomocou homogenizicie alebo pretrepanim.

Na,HPO, (bezvodny) 4,26¢
KH,PO, 272¢
Destilovand voda 1,00 L

Rozpustite prisady, skontrolujte pH a sterilizujte v autokldve pri 121 °C pocas 15 min.

Dodato¢né zlozky mozu byt uzitoéné nasledujiicim sposobom:

Ucel MnoZstvo (na L)
vlocky Lubrol antivlockovaci pripravok (') 05g
DC silicone antifoam (protipenovy pripravok) protipenové ¢inidlo () 1,0 ml
tetrasodium pyrofosfat antioxidant 10g
polyvinylpyrrolidon-40 000 (PVP-40) viazanie inhibitorov PCR 50g

() Na pouzitie pri homogeniza¢nej extrakénej metdde.

Peletovy pufer (10 mM fosfatovy pufer, pH 7,2)

Tento pufer sa pouzZiva pri resuspenzdcii a riedeni extraktov vyrezkov pupkovych koncov zemiakovych hltiz podla
koncentracie do peletu pomocou odstredovania.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
destilovand voda 1,00 L

Rozpustite prisady, skontrolujte pH a sterilizujte v autokldve pri 121 °C pocas 15 min.

Pufre pre test IF

Pufer IF [10 mM fosfdtovy pufer NaCl (PBS), pH 7,2]

Tento pufer sa pouZiva na riedenie protildtok.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 0,4¢g
NaCl 80¢
destilovand voda 1,0L

Rozpustite prisady, skontrolujte pH a sterilizujte v autokldve pri 121 °C pocas 15 min.
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2.2

2.3.

IF-pufer-tween

Tento pufer sa pouZziva na umyvanie podloznych sklicok.

Priddme 0,1 % tween 20 do pufra IF.

Glycerin pufrovany fosfatom, pH 7,6

Tento pufer sa pouziva ako krycia kvapalina v jamkach podloznych sklicok IF na podporu fluorescencie.

Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0 015g
glycerin 50 ml
destilovand voda 100 ml

Roztoky krycej kvapaliny st komer¢ne dostupné napr. vo Vectashield® (Vector Laboratories) alebo Citifluor® (Leica).

Dodatok 4

Urcovanie stupiia kontamindcie pri testoch IF a FISH

Vypocitajte priemerny pocet typickych fluoreskujiicich buniek na zorné pole (c)

Vypocitajte pocet typickych fluoreskujiicich buniek v jamke mikroskopického sklicka (C)

C=cxS§[s

kde S = povrchova plocha pola viacjamkového podlozného sklicka

s = povrchovd plocha pola objektivu:

s = mi%[4GK?

kde I
K

koeficient pola (v rozsahu 8 — 24 v zdvislosti od optického typu)

tubusovy koeficient (1 alebo 1,25)

G = zvicSenie objektivu (100x, 40x atd.)

Vypocitajte pocet typickych fluoreskujiicich buniek na jeden ml resuspendovaného peletu (N).

N=Cx1000fy xF

kde y

mnozstvo resuspendovaného peletu na kazdom poli a

dilu¢ny faktor resuspendovaného peletu.
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Dodatok 5

Médid na izoldciu a kultiviciu Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

a) Vseobecné médid rastu

zivny agar (NA)

zivny agar (Difco) 230¢g

destilovand voda 10L

Rozpustite prisady a sterilizujte v autokldve pri 121 °C pocas 15 min.

Zivny dextrézovy agar (NDA)

Zivny agar Difco bacto s obsahom 1 % monohydritu D(+) glukézy. Sterilizujeme ho v autokldve pri 115 °C pocas
20 mindt.

Kvasnicovo-pepténovo-glukézovy agar (YPGA)

kvasnicovy extract (Difco) 50¢g
Peptén bacto (Difco) 50¢g
monohydrdt D(+) glukdzy 10,0 g
Bacto-agar (Difco) 150¢
destilovand voda 10L

Rozpustite prisady a sterilizujte v autokldve pri 121 °C pocas 15 min.

Kvasnicovy vyluh s obsahom mineralnych soli (YGM)

kvasnicovy extract (Difco) 20¢g
monohydrdt D(+) glukdzy 25¢
K,HPO, 025
KH,PO, 025g
MgS0O,.7H,0 0,1g
MnSO,.H,0 0015g
NaCl 0,05¢
FeSO,.7H,0 0,005 g
Bacto-agar (Difco) 18¢g
Destilovana voda 1,0L

V autokldve 20 mintt sterilizujeme 0,5 1 celkového objemu média pri 115 °C.

b) Validované selektivne médid rastu

Médium MTNA

Ak sa neuvadza inak, vietky zlozky média pochddzaji z BDH
kvasnicovy extract (Difco) 20¢g

manitol 25¢

K,HPO, 025g



L 182/30

Uradny vestnik Eur6pskej tinie

4.7.2006

KH,PO, 025g
NaCl 0,05g
MgSO,.7H,0 0,1g
MnSO,.H,0 0,015¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
agar (oxoid ¢. 1) 16,0 g
destilovand voda 10L

Rozpustite prisady, ustdlte hodnotu pH na 7,2. Po sterilizovani v autokldve (pri teplote 121 °C pocas 15 mindt)
a ochladte na 50 °C, pridajte antibiotiké: trimetoprim 0,06 g, kyselinu nalidixinovd 0,002 g, amfotericin B 0,01 g.

Zdsobné antibiotické roztoky: trimetoprim (Sigma) a kyselina nalidixinova (Sigma) (obidva po 5 mg/ml), v 96 % meta-
nole, amfotericin B (Sigma) (1 mg/ml) v dimethyl sulfoxide. Zasobné roztoky sa sterilizuja cez filter.

Pozndmka:

Doba pouzitelnosti zékladného média je 3 mesiace. Po pridani antibiotik je doba trvania pouZitelnosti 1 mesiac pri skladovani v chlade.

Médium NCP-88

zivny agar (Difco) 23g
kvasnicovy extract (Difco) 2g
D-manitol 5¢
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgSO,,.7H,0 025¢g
destilovand voda 10L

Rozpustite prisady, ustdlte hodnotu pH na 7,2. Po sterilizovani v autokldve a ochladeni na 50 °C pridajte tieto antibio-
tikd: polymyxin B sulfdt (Sigma) 0,003 g, kyselina nalidixinovd (Sigma) 0,008 g, Cycloheximid (Sigma) 0,2 g.

Antibiotikd rozpustite v zdsobnych roztokoch takto: kyselina nalidixinova v 0,01 M NaOH, cykloheximid v 50 % eta-
nolu, polymyxin B sulfét v destilovanej vode. Zasobné roztoky sa sterilizuja cez filter.

Pozndmka:

Doba pouzitelnosti zékladného média je 3 mesiace. Po pridani antibiotik je doba trvania pouzitelnosti 1 mesiac pri skladovani v chlade.
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Pozndmka:

Dodatok 6

Validované PCR protokoly a ¢inidld

Predbezné testovanie s touto metddou by malo umoznit reprodukovatelné zistenie minimdlne 10* az 10* buniek Clavibacter michiganensis

sepedonicus na ml vzorkového extraktu.

Predbezné testovanie by rovnako nemalo ukazat Ziadne nespravne pozitivne vysledky pre panel vybranych bakteridlnych kmeriov.

1. Viacndsobny protokol PCR s internou kontrolou PCR (Pastrik a kol., 2000)

1.1. Oligonukleotidne primery

progresivny primer PSA-1
reverzny primer PSA-R
progresivny primer NS-7-F

reverzny primer NS-8-R

5'- ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’
5'- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’
5'- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’

5'- tcc gea ggt tca cct acg ga -3’

Predpokladand velkost amplikénu z matrice DNA Clavibacter michiganensis, subsp. sepedonicus = 502 bp (PSA-primer).

Predpokladand velkost amplikénu z 18S rRNA internej kontroly PCR = 377 bp (NS-primer).

1.2. Reakénd zmes PCR

Cinidlo MnoZstvo na reakciu Kone¢nd koncentrécia
sterilné UPW 15,725l
10x PCR pufer () (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakcia V) (10 %) 0,25 pl 0,1%
d-nTP zmes (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer PSA-1 (10 pM) 0,5 pl 0,2 pM
Primer PSA-R (10 pM) 0,5 ul 0,2 uM
Primer NS-7-F (10 uM) (?) 0,1yl 0,04 M
Primer NS-8-R (10 pM) (2) 0,1yl 0,04 M
Taq polymerdza (5 Ufpl) (1) 0,2 pl 1,0U
Objem vzorky 5,0 ul

Celkovy objem: 25,0 ul

() Metddy boli validované pomocou Taq polymerdzy od Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

(%) Koncentrécie primerov NS-7-F a NS-8-R boli optimalizované pre extrakciu vyrezkov pupkovych koncov zemiakovych hliiz pomo-
cou metddy homogenizicie a Cistenia DNA podla Pastrika (2000) (pozri oddiel 6.1.a.). Reoptimalizdcia koncentracif ¢inidiel sa
bude vyzadovat, ak sa pouzije extrakcia potrepanim alebo iné metddy izolicie DNA.

1.3. Reakcné podmienky PCR

Spustite nasledujtici program:

1 cyklus: i)

10 cyklov: ii)
i)
iv)

3 mindty pri teplote 95 °C (denaturdcia matrice DNA)
1 mindta pri teplote 95 °C (denaturdcia matrice DNA)
1 mindta pri teplote 64 °C (pripdjanie primerov)
(

1 mindta pri teplote 72 °C (predlZovanie kopie)
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1.4.

2.1

2.2.

25 cyklov: V) 30 sektind pri teplote 95 °C (denaturdcia matrice DNA)
vi) 30 sektind pri teplote 62 °C (pripdjanie primerov)
vii) 1 mindta pri teplote 72 °C (predlzovanie képie)

1 cyklus: viii) 5 minit pri teplote 72 °C (konecné predizenie)
ix) drzte pri teplote 4 °C

Pozndmka:

Tento program je optimalizovany na pouZitie s teplotnym cyklérom MJ Research PTC 200. Zmena v trvani krokov cyklov ii), iii), iv),
v), vi) a vii) sa moze vyzadovat pri pouziti inych modelov.

Analyza enzymovej restrikcie ampliknu.

Produkty PCR amplifikované z DNA C.m. subsp. sepedonicus tvoria skratenie dlfzky polymorfného fragmentu s enzy-
mom Bgl II po inkubdcii pri teplote 37 °C pocas 30 mindt. Obmedzené fragmenty ziskané z C.m. subsp. sepedonicus
-$pecifického fragmentu maja velkost 282 bp ad 220 bp.

Priprava nandsacieho pufra

Bromfenolovd modrd (10 %-zdsobny roztok)

bromfenolovd modra 5¢
destilovand voda (bidest) 50 ml
Nandsaci pufer

glycerin (86 %) 3,5ml
bromfenolovd modrd (5,1) 300 pl
destilovand voda (bidest) 6,2 ml

10x Tris acetit EDTA (TAE) pufer, pH 8,0

Tris pufer 48,4 ¢
Glacidlna kyselina octovd 11,42 ml
EDTA (disodna sol) 372¢g
Destilovand voda 1,00 L

Zriedime na 1x pred pouzitim.

Tiez komer¢ne dostupny (napr. invitrogén alebo ekvivalent).
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Dodatok 7

Validované reagenty pre FISH test

1. Oligopréby

Cms-$pecifickd préba CMS-CY3-01: 5'- ttg cgg ggc gea cat ctc tgc acg -3’
Nespecifickd eubakteridlna proba EUB-338-FITC:  5'- gt gec tee cgt agg agt -3’

. Fixativny roztok

[UPOZORNENIE! FIXATIVUM OBSAHUJE PARAFORMALDEHYD, KTORY MA TOXICKE UCINKY. NASADTE SI
RUKAVICE A NEVDYCHUJTE. ODPORUCAME PRACOVAT V DIGESTORE.]

i)  Zahrejte 9 ml vody molekuldrneho gradienta (napr. ultra ¢istd voda (UCW) na teplotu asi 60 °C a priddme
0,4 g paraformaldehydu. Paraformaldehyd sa rozpusta po pridani 5 kvapiek IN NaOH a mie$anim s magnetic-

kym miesadlom.

ii)  Upravte pH na 7,0 pridanim 1 ml 0,1,1M fosfatového puferu (PB; pH 7,0) a 5 kvapiek 1N HCL. Skontrolujte pH
pomocou indika¢nych pésikov a podla potreby upravte pomocou HCl alebo NaOH.

[UPOZORNENIE! NEPOUZfVA}TE PH METER V ROZTOKOCH S PARAFORMALDEHYDOM.]

ili) Roztok prefiltrujte cez 0,22 pm membranovy filter, zamedzte pristupu prachu a ulozte pri teplote 4 °C na dalsie
poutzitie.

iv)  Pozndmka:

Alternativny fixa¢ny roztok: 96 % etanol.

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

EDTA (sterilizované cez filter a v autokldve) 15 mM
Zriedte na 1x, ako sa vyzaduje.

. Hybridiza¢ny roztok

1x Hybmix

Sodium dodecyl sulfat (SDS) 0,01 %
probe EUB 338 5 ng/pl
proba CMSCY301 5 ngful

Pripravte mnozstvd hybridiza¢ného roztoku na zdklade vypoctov v tabulke 1. Pre kazdé podlozné sklicko (obsahujtice
2 rozne vzorky dvojmo) treba 90 pl hybridiza¢ného roztoku.

Tabulka: Navrhované mnozstvd na pripravu hybridiza¢nej zmesi.

2 podlozné sklicka 8 podloznych skli¢ok
sterilnd UPW 50,1 200,4
3x hybmix 30,0 120,0
1% SDS 0,9 3,6
proba EUB 338 (100 ng/pl) 4,5 18,0
proba CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Celkovy objem (ul) 90,0 360,0

Pozn.:  Vsetky roztoky, ktoré obsahujt oligoproby citlivé na svetlo, skladujte na tmavom mieste pri teplote — 20 °C. Pocas pouzivania
ich chrénte pred priamym slne¢nym svetlom a elektrickym svetlom.
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5. 0,IM fosfore¢nanovy pufer, pH 7,0

Na,HPO, 852g
KH,PO, 5,44 ¢
destilovand voda 1,00 L

Rozpustite prisady, skontrolujte pH a sterilizujte v autokldve pri 121 °C pocas 15 min.

Dodatok 8
Kultivdcia rastlin baklazinu

Osivo baklazanu (Solanum melongena) vysejeme do pasterizovaného kompostu. Semendce s plne vyvinutymi klicnymi
listami (10 aZ 14 dni staré) presadte do kvetindcov s pasterizovanym kompostom.

Baklazdny by sa mali pestovat v sklenikoch pri zachovani nasledujicich klimatickych podmienok:

Dizka dita: 14 hodin alebo prirodzend dizka dia, ak je vacsia;
Teplota: den: 21 az 24 °C
noc: 15°C

Vnimavé odrody baklazanu: .Black Beauty*
»Long Tom*
,Rima“

,Balsas*“

Dodavatel: pozri webovi stranku http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Dodatok 9

Postup pre farbenie podla Grama (upravené podla Huckera) (Doetsch, 1981) (1)

Roztok krystdlovej violete

V 20 ml 95 %-ného etanolu rozpustime 2 g krystalovej violety.

V 80 ml destilovanej vody rozpustime 0,8 g oxaldtu aménneho.

Obidva roztoky zmiesame.

Jédovd tinktira podla Lugola

jod 1g
jodid draselny 2¢g
destilované voda 300 ml

Obidve pevné chemikélie zmieSame, spolu ich rozotrieme v trecej miske. Priddme do destilovanej vody, nddobu uza-
vrieme a premiesame.

Safraninovy odfarbovaci roztok

Zasobny roztok:

safranin O 25¢
95 % etanol 100 ml

Zmes premieSame a odloZime.

Zriedime v pomere 1:10 na pracovnt koncentréciu.

Postup pri farbeni

1. Pripravime si rozter, fixujeme ho su$enim na vzduchu a teplom.

2. Podlozné sklicko zalejeme roztokom krystdlovej violete na 1 mindtu.
3. Kritko umyvame pod te¢ticou vodou z vodovodu.

4. Na minttu zalejeme jédovou tinktirou podla Lugola.

5. Opit omyjeme pod te¢ticou vodou a osusime pijavym papierom.

6. Odfarbujeme bud kvapkanim 95 %-ného etanolu az dovtedy, kym sa nevylucuje farbivo, alebo ponorenim a mier-
nym mie$anim v filom po dobu 30 sekiind.

7. Omyjeme pod teclicou vodou a osusime pijavym papierom.

8.  Zalejeme na 10 sekind safraninom.

9. Opit omyjeme pod tecticou vodou a osusime pijavym papierom.

Gram pozitivne baktérie maji fialovo-modré, Gram negativne baktérie ruzovo-Cervené sfarbenie.

(") Tiez mozno pouzit komer¢ne dostupné roztoky a farbiace sady.
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10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.
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PRILOHA I

V pripade kazdého podozrivého vyskytu ziskaného z vysledkov skriningového testu, vykonaného podla postupu v pri-
lohe I, pri ktorych sa ocakdva potvrdenie alebo vyvratenie tvrdenia po dokonceni postupu, mali by sa uchovat alebo
primerane zakonzervovat:

—  vSetky hluzy zemiakov a v moznych pripadoch, vietky testované rastliny,

—  vietky zostdvajtice extrakty a dodato¢ny pripraveny materidl pre skriningovy(é) test(y) napr. imunofluorescentné

sklicka,

—  celd prislusnd dokumenticia,

az kym sa tento postup neukonci.

Zadrzanie zemiakovych hltiz umozni v potrebnych pripadoch uskuto¢nit rozne testy.

V pripade pozitivneho potvrdenia tohto organizmu by sa mali zadrzat alebo primeranym spdsobom zachovat:
— materidly uvedené v odseku 1,

— vzorka infikovanych rastlin baklazdnu naockovanych extraktom z hliiz alebo rastlin,

— izolované kultiry tohto organizmu

najneskor do jedného mesiaca po uplynuti oznamovaného obdobia podla ¢lanku 5 ods. 2.
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PRILOHA 11

Pri stanoveni pravdepodobného rozsahu kontamindacie podla ¢linku 5 ods. 1 pism. b) by sa mali zvazit nasledujtice
prvky:

— hluzy a rastliny pestované na mieste produkcie ozna¢enom v zmysle ¢ldnku 5 ods. 1 pism. a) za kontaminované,

— miesta produkcie, vyrobnym sposobom spojené s hluzami alebo rastlinami, oznaenymi v zmysle
¢lanku 5 ods. 1 pism. a) za kontaminované vritane tych, ktoré s nimi uZivaji spoloénd mechanizdciu
alebo vyrobné zariadenia, a to bud priamo, alebo prostrednictvom spolo¢ného doddvatela,

— hluzy alebo rastliny vypestované v miestach produkcie spomenutych v predchddzajicej zardzke alebo nachddza-
jlce sa na takychto miestach produkcie v obdobi, ked sa na miestach produkcie uvedenych v prvej zardzke
nachddzali hluzy alebo rastliny oznacené v zmysle ¢linku 5 ods. 1 pism. a) za kontaminované,

— priestory, v ktorych dochddza k manipulacii so zemiakmi z vyssie spomenutych miest produkcie,

— vSetky strojové zariadenia, vozidld, lode, skladovacie priestory alebo ich Casti a akékolvek iné predmety vratane
obalového materidlu, ktoré mohli prist do styku s hluzami alebo rastlinami, ktoré boli podla ¢linku 5 ods. 1 pism.
a) oznacené za kontaminované,

— akékolvek hluzy alebo rastliny, ktoré sa skladovali alebo sa dostali do styku so stavbami alebo predmetmi uve-
denymi v predchddzajicej zardzke, a to pred ich vycistenim alebo dezinfekciou,

— v dosledku testov podla ¢clanku 6 tie hluzy alebo rastliny, ktoré maji sirodenecky alebo rodicovsky klonovy
vztah k hluzdm alebo rastlindm, ktoré boli podla ¢lanku 5 ods. 1 pism. a) oznacené za kontaminované a pri
ktorych sa i v pripade negativneho vysledku skimania pritomnosti organizmu na zaklade klonovej pribuznosti
kontamindcia zdd byt pravdepodobnou. Testovanie odrod sa moze uskutocnit, aby sa overila zhodnost konta-
minovanych alebo klonovo pribuznych hliz alebo rastlin,

— miesto(a) produkcie uvedeného rastlinného materidlu, ktory sa spomina v predchddzajticej zardzke,

Pri stanoveni pravdepodobného rozsirenia podla ¢lanku 5 ods. 1 pism. ¢) by sa mali zvazit nasledujiice prvky:

—  blizkost inych miest produkcie, v ktorych sa pestuji zemiaky alebo iné hostitelské rastliny,

— beznd produkcia a pouzitie porastov sadivovych zemiakov.

Podrobnosti ozndmenia uvedeného v prvom pododseku ¢lanku 5 ods. 2 musia byt poskytnuté takto:

— okamzite po potvrdeni pritomnosti organizmu laboratérnymi testami pomocou metdd uvedenych v prilohe I,
minimélne:

— ndzov odrody danej partie,

— typ (sadivové, konzumné atd.) a v potrebnom pripade kategéria sadivovych zemiakov,

— v pripade rizika kontamindcie zemiakov pochddzajicich z iného ¢lenského Stdtufstitov alebo dovozu do
inéhofinych ¢lenskych stitov, kde sa potvrdil vyskyt, prislusné clenské $tity bezodkladne informuji Komisiu
v nevyhnutnej zéleZitosti tak, aby sa dosiahol sdlad s ¢lankom 5 ods. 3, ako napr.

— ndzov odrody danej partie,

— ndzov a adresa odosiclatela a prijemcu,

— ddtum dorucenia partie zemiakov,
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— objem dorucenej partie zemiakov,

— kopia pasu rastlinného materidlu alebo v potrebnom pripade minimélne &islo pasu rastlinného materidlu
a v potrebnom pripade registracné ¢islo pestovatela alebo obchodnika a kdpia ozndmenia o doruceni.

Komisia bude informovand ihned potom, ako budi tieto informécie poskytnuté.
— Po ukonceni vetkych vySetrovani pre kazdy pripad:
— détum, kedy sa kontamindcia potvrdila,

— stru¢ny opis vySetrovania, ktoré prebehlo s cielom urcit zdroj a mozné rozsirenie kontamindcie, vritane
uskutocnenej trovni odberu vzoriek

— informdcie o zistenych alebo predpokladanych zdrojoch kontamindcie,

— podrobné informacie o rozsahu oznacenej kontamindcie, vrdtane poctu miest produkcie a pri zemiakoch
poctu partil s oznacenim odrody a pri sadivovych zemiakoch, kategéria,

— podrobné informdcie o bezpe¢nostnom pdsme, vratane poctu miest vyroby, ktoré neboli oznacené za kon-
taminované, ale ktoré st zahrnuté v pasme,

— iné udaje tykajice sa potvrdeného vyskytu skodlivého organizmu, ktoré moze Komisia pozadovat.
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PRILOHA IV

Opatrenia uvedené v ¢lanku 7 ods. 1, vykonané pod dradnym dozorom, musia obsahovat:

— pouzitie ako krmivo pre zvieratd po tepelnom spracovani, ktoré vylucuje nebezpecenstvo prezitia $kodlivého
organizmu,

alebo

— likviddcia na dradne schvdlenych miestach, pri ktorych neexistuje zistitelné Ziadne riziko Gniku patogénov do
prostredia napr. prostrednictvom priesaku na polnohospodarsky vyuzivané plochy,

alebo

— spalenie,

alebo

— priemyselné spracovanie, a to priamou a bezprostrednou doddvkou spracovatelskému zdvodu vybavenému
uradne schvdlenymi zariadeniami odpadového hospodadrstva, pre ktoré sa stanovilo, Ze neexistuje Ziadne roz-
poznatelné riziko 3irenia tohto organizmu, a ktoré je vybavené systémom Cistenia a dezinfekcie minimélne odvo-
zovych vozidiel,

alebo

— iné opatrenia, ak preukdzatelne neexistuje Ziadne rozpoznatelné riziko $irenia skodlivého organizmu; takéto opa-
trenia a ich odovodnenie sa bezodkladne ozndmi Komisii a ostatnym ¢lenskym 3tdtom.

Akykolvek ostdvajici odpad, ktory md stvislost s uvedenymi faktami alebo vznikd na ich zdklade, sa likviduje pro-
strednictvom tradne schvélenych met6d v stlade s prilohou V k tejto smernici.

Za vhodné vyuzitie alebo zneskodnenie uvedenych hliz a rastlin, ktoré boli podla ¢lanku 5 ods. 1 pism. a) oznacené
za kontaminované, podla clinku 7 ods. 2 pod dohladom zodpovednych orgdnov prislusnych ¢lenskych stitov pri
vzdjomnom informovani zodpovednych orgdnov s cielom zabezpecit takyto dohlad v ktoromkolvek okamihu a so
stuhlasom zodpovedného organu clenského $tdtu, v ktorom sa zemiaky maju balit alebo spracovavat v zariadeniach
na zneskodnovanie odpadu uvedenych v prvej a druhej zarazke, sa povazuje:

— pouzitie ako konzumnych zemiakov pestovanych pre konzumdciu, uz zabalenych na priame dorucenie a pou-
zitie bez opdtovného balenia, v mieste s vhodnym zariadenim odpadového hospoddrstva. So zemiakmi pesto-
vanymi na sadbu sa moze manipulovat len na rovnakom mieste, ak sa tak robi oddelene alebo po Cisteni
a dezinfekcii,

alebo

— pouzitie konzumnych zemiakov na priemyselné spracovanie a ich urcenie na priame a bezprostredné dodanie
spracovatelskému zavodu vybavenému vhodnymi zariadeniami odpadového hospodarstva a systémom cistenia
a dezinfekcie minimdlne odchddzajuicich vozidiel,

alebo

—  iné vyuzitie alebo zneskodnenie, ak preukdzatelne neexistuje Ziadne rozpoznatelné riziko $irenia skodlivého orga-
nizmu a po schvaleni uvedenymi zodpovednymi orgdnmi.

Pod primeranym postupom Cistenia a dezinfekcie predmetov, ktoré sa uvadzaji v ¢linku 7 ods. 3, sa rozumie ten,
pre ktory je stanovené, Ze neexistuje identifikovatelné riziko irenia tohto organizmu a Ze sa pouzije pod dohladom
zodpovednych tradnych orgdnov clenského $titu Spolocenstva.
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Do radu opatreni, ktoré maji vykonat clenské 3tity Spolocenstva v rdmci bezpe¢nostného pasma vyznaceného
v zmysle ¢lanku 5 ods. 1 pism. ¢), o ktorom pojedndva cldnok 7 ods. 4, je zahrnuté nasledujtce:

na miestach produkcie oznacenych v zmysle ¢lanku 5 ods. 1 pism. a) za kontaminované:

a)

na poli oznacenom v zmysle ¢ldnku 5 ods. 1 pism. a) za kontaminované, bud:

v priebehu najmenej troch rokov pestovania po roku oznacenej kontamindcie,

— sa musia prijat opatrenia na elimindciu samovysadenych zemiakovych rastlin a inych, priro-
dzene sa vyskytujacich hostitelskych rastlin tohto organizmu,

— nesmi sa vysadzat Ziadne hluzy, rastliny a pravé semend zemiaka alebo iné, prirodzene sa vysky-
tujiice hostitelské rastliny tohto organizmu alebo plodin, pri ktorych existuje identifikované riziko
irenia tohto organizmu,

v prvom vegetatnom obdobi zemiakov nasledujicom po obdobi upresnenom v predchddzajicej
zarizke a pod podmienkou, Ze pole bolo bez rastlin zemiakov vyrastenych zo
samovysadby/samovysevu, ako i bez inych hostitelskych rastlin pocas tGradnych ingpekeii pocas naj-
menej dvoch po sebe nasledujicich pestovatelskych rokov pred zasadenim, povoluje sa len produkcia
konzumnych zemiakov a zozbierané hluzy sa budi testovat podla postupu podrobne opisaného
v prilohe I,

vo vegetaénom obdobi zemiakov nasledujicom po vegetanom obdobi uvedenom v predchddzajicej
zardzke a pri dodrzani vhodného osevného cyklu, ktory je aspon dva roky, ak sa maji vypestovat
sadivové zemiaky, zemiaky sa mozu pestovat bud len s cielom produkcie sadivovych zemiakov, alebo
produkcie konzumnych zemiakov a vykond sa tradny prieskum podla podrobnych ustanoveni
v ¢lanku 2 ods. 1; alebo

pocas Styroch pestovatelskych rokov nasledujiicich po roku oznacenia pozemkov za kontaminované,

— sa musia prijat opatrenia na likviddciu samovysadenych zemiakovych rastlin a inych, prirodzene
sa vyskytujticich hostitelskych rastlin tohto organizmu,

— pole sa musi ponechat ¢i udrziavat tthorom alebo ako trvaly pasienok s ¢astou nizkou kosbou,
alebo intenzivnym spdsanim

v prvom vegetatnom obdobi zemiakov nasledujicom po obdobi upresnenom v predchddzajicej
zarizke a pod podmienkou, Ze pole bolo bez rastlin zemiakov vyrastenych zo
samovysadby/samovysevu, ako i bez inych prirodzene sa vyskytujicich hostitelskych rastlin pocas
tradnych indpekcii pocas najmenej dvoch po sebe nasledujticich pestovatelskych rokov pred zasade-
nim, povoluje sa produkcia sadivovych alebo konzumnych zemiakov a zozbierané hluzy sa budd
testovat podla postupu podrobne opisaného v prilohe [;

na vietkych dalsich poliach s kontaminovanym miestom produkcie a pod podmienkou, Ze zodpovedné tiradné
orgény sthlasia s tym, Ze riziko samovysadenych rastlin zemiaka a dalsich prirodzene sa vyskytujacich hostitel-
skych rastlin tohto organizmu bolo eliminované:

v pestovatelskom roku, ktory nasleduje po roku, ked bola oznacend kontamindcia, Ziadne zemiakové hluzy
alebo pravé semend zemiaka alebo iné hostitelské rastliny daného organizmu sa nezasadania, alebo

certifikované sadivové zemiaky sa mozu sadit len pre konzumni spotrebu,

v druhom pestovatelskom roku, ktory nasleduje po roku, ked bola oznacend kontamindcia, len tradne
potvrdené sadivové zemiaky, ktoré boli tiradne testované na nepritomnost latentnej krizkovitosti a pesto-
vané pod dradnou kontrolou na miestach produkcie inych, ako tie, ktoré sa uvddzaji v bode 4.1, sa budi
sadit bud na produkciu sadivovych, alebo konzumnych zemiakov,

v minimdlne trefom pestovatelskom roku, ktory nasleduje po roku, ked bola oznacend kontaminécia, len
potvrdené sadivové zemiaky alebo sadivové zemiaky pestované pod kontrolou z tradne certifikovanych
sadivovych zemiakov, sa budd sadit bud na produkciu sadivovych, alebo konzumnych zemiakov,
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v kazdom pestovatelskom roku, ktory sa uvddza v predchddzajicich zardzkach, sa prijmd opatrenia na
elimindciu pripadne sa vyskytujiicich samovysadenych rastlin zemiaka alebo inych prirodzene sa vyskytu-

jucich hostitelskych rastlin organizmov a na kazdom zemiakovom poli sa uskuto¢ni tradné testovanie

urody zemiakov v stlade s postupom podrobne uvedenym v prilohe I;

bezprostredne po oznacenej kontamindcii v zmysle ¢lanku 5 ods. 1 pism. a) a po prvom nasledujicom pesto-
vatelskom roku sa vSetka mechanizicia a skladovacie priestory v mieste produkcie a v jeho rdmci zapojené do
vyroby zemiakov musia vy¢istit a vydezinfikovat podla potreby pomocou primeranych metdd, ako sa uvddza
v odseku 3;

v jednotke chranenej rastlinnej produkcie, pri ktorej je moznd Gplnd vymena pestovatelského substratu,

sa nesmu vysddzat Ziadne hluzy, rastliny alebo semend, okrem pripadu, Ze sa vyrobnd jednotka podrobila
pod tdradnym dohladom vykonanym opatreniam elimindcie tohto organizmu a odstrdnenia akéhokolvek
hostitelského rastlinného materiélu, vritane aspon tplnej vymeny pestovatelského substrtu, vycistenia
a dezinfekcie vyrobnej jednotky a vsetkého vybavenia, a Ze tejto vyrobnej jednotke bol zo strany zodpo-
vednych tradnych orgdnov udeleny sahlas na pestovanie zemiakov,

produkcia zemiakov sa mus{ uskuto¢iovat z uznanej zemiakovej sadby alebo z minihltz, prip. minirastlin
pochddzajucich z testovanych zdrojov.

V ramci vyznaceného bezpe¢nostného pasma, bez toho, aby boli dotknuté opatrenia podrobne opisané v odseku 4.1,
st ¢lenské stty povinné:

a)

ihned po oznaceni kontamindcie zabezpecit vycistenie a vydezinfikovanie, podla potreby, vietky stroje a sklado-
vacie priestory a také, ktoré st spojené s vyrobou, a pouzit prislusné metddy, ako sa uvddza v bode 3;

bezprostredne po oznacenej kontamindcii a v priebehu najmenej troch vegetaénych obdobi po nej nasledujticich:

zabezpecit zo strany svojich zodpovednych tradnych orgdnov dozor nad podnikmi pestujicimi zemiaky
a skladujicimi zemiakové hluzy a manipulujicimi s nimi, ako aj podnikmi poskytujicimi zemiakdrsku
mechanizéciu dodévatelskym sposobom,

vyzadovat, aby v takomto bezpecnostnom pasme boli vietky porasty zemiakov vysddzané vylucne z tradne
certifikovaného sadiva alebo aby bolo pouzivané sadivo vypestované pod tradnym dozorom a aby sadi-
vové zemiaky, ktoré boli pestované na miestach produkcie, ktoré boli podla ¢lanku 5 ods. 1 pism. b) ozna-
Cené za pravdepodobne napadnuté, boli po zbere testované,

pozadovat osobitni manipuldciu s uskladnenymi sadivovymi zemiakmi a konzumnymi zemiakmi vo v3et-
kych priestoroch v ramci pdsma alebo systém Cistenia a dezinfekciu, ktord sa uskuto¢ni medzi manipuld-
ciou so sadivovymi a konzumnymi skladovanymi zemiakmi,

v zmysle ¢lanku 2 ods. 1 vykondvat tiradné prieskumy,

v priebehu primeraného obdobia a podla potreby zaviest program vymeny vietkého zemiakového sadivového
materialu.
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PRILOHA V

Uradne schvalené metédy likviddcie odpadu uvedené v prilohe IV ods. 1 musia splhat nasledujiice ustanovenia, aby sa
predislo akémukolvek zistitelnému riziku $irenia organizmu:

i)

ii)

Zemiakovy odpad (vritane vyradenych zemiakov a zemiakovych Supiek) a iny pevny odpad stvisiaci so zemiakmi
(vratane pody, kamenov a iného odpadového materidlu) sa odstrani takto:

likviddciou na tradne schvélenych miestach uréenych na likviddciu odpadu, pri ktorych neexistuje Ziadne zisti-
telné riziko tniku organizmov do prostredia, napr. presakovanim do polnohospodarskej pody. Odpad sa musi
premiestnit priamo na miesto uréené na likvidéciu odpadov, pricom sa musi kontrolovat, aby nevzniklo riziko
straty odpadu,

alebo
spalenim,
alebo

prostrednictvom inych opatreni za predpokladu, Ze neexistuje Ziadne zistitelné riziko rozirenia organizmu, tieto
opatrenia treba ozndmit Komisii a ostatnym ¢lenskym §tdtom.

Tekuty odpad: pred likviddciou sa musi tekuty odpad obsahujici rozptylené pevné Castice prefiltrovat alebo sedimen-
tovat, aby sa odstranili tieto pevné Castice. Tieto pevné Castice sa zlikviduja tak, ako sa stanovuje v pododseku i).

Tekuty odpad treba bud:

zahriat na minimum 60 °C po dobu 30 mindt, cely jeho obsah, predtym, ako sa zlikviduje,
alebo

zlikvidovat inym sposobom, ktory je Gradne schvdleny a pod tradnou kontrolou, aby nevzniklo Ziadne zisti-
telné riziko, Ze by odpad mohol prist do styku s polnohospoddrskou podou. Stvisiace podrobnosti sa musia
oznamit clenskym §tatom a Komisii.

Moznosti opisané v tejto prilohe sa uplatiiuji aj na odpad spojeny s manipuldciou, odstrafiovanim alebo spracovanim
kontaminovanych partif.



	Obsah
	Smernica Komisie 2006/56/ES z 12. júna 2006, ktorou sa menia a dopĺňajú prílohy k smernici Rady 93/85/EHS o boji proti baktériovej krúžkovitosti zemiaka 

