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SMERNICA RADY 93/85/EHS
zo 4. oktobra 1993
na kontrolu baktériovej krizkovitosti zemiaka

RADA MINISTROV EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eur6pskeho spolocenstva,
a najmd na jej clanok 43,

so zretelom na ndvrh Komisie ('),

so zretelom na stanovisko Eurdpskeho parlamentu (2),

so zretelom na stanovisko Hospodarskeho a socidlneho
vyboru (),

kedze produkcia zemiakov zaujima v polnohospodarstve
spolocenstva dolezité miesto; kedze vyska vynosov zemiakov je
neustdle ohrozovana skodlivymi organizmami;

kedZze ochrana zemiakov a rajciakov proti tymto Skodlivym
organizmom nesmeruje len k zachovaniu produkénej kapacity,
ale méd podporit aj rast produktivity polnohospodarstva;

kedze preventivne ochranné opatrenia proti zavleceniu kodli-
vych organizmov na tizemie ktoréhokolvek clenského Stitu by
mali iba obmedzeny t¢inok, pokial by sa sicasne a metodicky
neuskutociiovala kontrola a prevencia proti rozsireniu po
celom spolocenstve;

kedZe jednym zo Skodlivych organizmov zemiakov a rajciakov
je Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicum
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., ktory sposobuje bakté-

(') U.v.ES C93,24.1993,s. 12.
() U.v.ESC 176, 28.6.1993, s. 210.
() U.v.ESC 161, 14.6.1993, s. 18.

riovi krazkovitost zemiakov; kedZe toto ochorenie sa uz
v niektorych castiach spolocenstva vyskytlo a niektoré obme-
dzené zdroje ndkazy sa este stile existuju;

kedze pokial nebudii pri tychto plodindch prijaté dcinné
opatrenia na zistenie ohnisk a rozsirenia tejto choroby, aby sa
zabranilo jej vyskytu a zavleCeniu a aby sa po zisteni jej
vyskytu zabrdnilo $ireniu a aby sa Sirenie potldcalo s cielom jej
eradikdcie, bude pestovanie zemiakov v celom spolocenstve
nadalej vyrazne ohrozené;

kedze clenské stity spoloCenstva musia mat navySe moznost
v pripade potreby prijat dalsie alebo prisnejsie opatrenia, a to
za podmienok vylucenia akéhokolvek obmedzenia v obchode
so zemiakmi v rdmci spolocenstva, ak uz neboli uvedené
v ustanoveniach smernice Rady 77[93/EHS z 21. decembra
1976 o ochrannych opatreniach proti zavleceniu 3kodlivych
organizmov a ich Sireniu (*); kedZe tieto opatrenia sa musia
ozndmit ostatnym ¢lenskym krajindm spolocenstva a Komisii;

kedze smernica Rady 80/665/EHS zo 24. jina 1980 na zvlad-
nutie baktériovej krizkovitosti zemiaka (°) stanovila minimalne
opatrenia, ktoré st clenské 3tity spoloCenstva povinné prijat
proti baktériovej krizkovitosti zemiaka;

() U.v. ESL 26, 31.1.1977, s. 20. Smernica novelizovand smernicou
Komisie 92/103/EHS (U. v. ES L 363, 11.12.1992, 5. 1).
(°) U.v.ESL 180, 14.7.1980, s. 30.
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kedze odvtedy doslo k vyznamnému rozvoju poznatkov
o baktériovej krazkovitosti zemiaka a zistovani patogéna
sposobujiceho baktériova kruzkovitost zemiaka;

kedZe pouzitie fytosanitdirneho rezimu spoloenstva na jeho
tizemi, ako oblasti bez vndtornych hranic, vyvolalo potrebu
opdt preskimat a revidovat ustanovenia smernice Rady
80/665EHS;

kedZe na zdklade vysledkov tohto skiimania sa zistilo, Ze usta-
novenia smernice Rady 80/65/EHS uZ nevyhovuji a je
potrebnd dalsia Specifikdcia opatren;

kedze v takejto situdcii je potrebné zrusit smernicu Rady
80/665/EHS a prijat potrebné opatrenia;

ked7e pri prijimani tychto opatreni treba po prvé zobrat do
tivahy, Ze choroba moze ostat v latentnom $tadiu a nepozoro-
vand ako v rasticej plodine, tak aj v skladovanych hluzich
a mozno tomu zabranit len vyrobou a pouzitim zemiakovej
sadby bez vyskytu infekcie a po druhé, Ze na urlenie miesta jej
vyskytu st potrebné systematické dradné prieskumy; kedze
roz§irovanie tohto patogéna v rastdcej plodine nie je najdolezi-
tejsim Cinitelom, ale kedZe tento patogén modze prezimovat
v samovysadenych rastlindich zemiaka, ktoré predstavuji
hlavny zdroj pokracovania ndkazy z jedného rastového
obdobia do dalsieho; kedZe tento patogén sa $iri najmi konta-
mindciou zemiakov pri dotyku s napadnutymi hluzami
a mechanizaciou pri sadeni, zbere a pozberovej manipuldcii,
ako aj prevoznymi a skladovacimi kontajnermi, ktoré sa tymto
organizmom kontaminovali pri predchddzajicom styku
s napadnutymi hluzami; kedZe takto napadnuté predmety
mozu isty cas od svojho napadnutia ostat infekénymi; kedze
Sirenie tohto patogéna mozno obmedzit alebo mu mozno
dezinfekciou takychto predmetov zabranit; kedZe takdto konta-
mindcia zemiakovej sadby predstavuje pri Sireni patogéna
hlavné riziko;

kedze pri stanovovani podrobnosti takychto vSeobecnych, ako
aj prisnejsich opatreni, prijatych zo strany clenskych krajin
spolocenstva s ciefom zabrdnit zavleCeniu tohto S$kodlivého
organizmu na svoje Gzemie, od ¢lenskych krajin spolocenstva
sa v ramci Stdleho vyboru pre zdravie rastlin (dalej len ,vybor*)
vyzaduje tizka spoluprdca s Komisiou,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Tato smernicou sa tyka opatreni, ktoré treba prijat v rdmci
¢lenskych $titov spolocenstva proti Clavibacter michiganensis
(Smith) Davis et al. ssp. sepedonicum (Spieckermann et Kotthoff)
Davis et al., pévodcovi baktériovej krizkovitosti zemiaka (dalej
len ,organizmus®) s cielom:

a) objavit a urcit jeho vyskyt a rozsirenie;

b) predchddzat jeho vyskytu a rozsireniu;

¢) v pripade zistenia jeho vyskytu, zabranif jeho dalsiemu
vyskytu a bojovat pri nemu s cielom jeho eradikacie.

Cldnok 2

1. Clenské 3tity spolocenstva st kazdoro¢ne povinné vyko-
ndvat systematické tradné zistovanie vyskytu organizmov na
hluzich zemiakov (Solanum tuberosum L.) pochddzajicich z ich
uzemia, aby sa potvrdilo, Ze sa na nich tento organizmus

vyskytuje.

Pre toto zistovanie sa musia odoberat vzorky hliz zemiakov
ako sadbovych, tak aj ostatného urcenia, a to predovietkym zo
skladovanych partif, ktoré si priamo duradne alebo pod
tradnym dozorom laboratérne testované, pri ktorom sa pouZi-
vaju postupy stanovené v prilohe I s cielom zistit pritomnost
a diagnostikovat tento organizmus. NavySe sa podla potreby
mozu na inych vzorkdch vykondvat vizudlne prehliadky tradné
alebo pod tiradnym dozorom, a to prerezdvanim hliz.

Na rastlindch sa tento prieskum ma vykondvat primeranymi
postupmi a z nich odobraté vzorky sa musia testovat dradne
alebo pod tradnym dozorom.

O pocte, povode, priestorovom rozloZeni a nacasovani odberu
vzoriek musia rozhodniit zodpovedné tradné orginy v zmysle
ustanoveni smernice 77/93/EHS, a to podla uznavanych vedec-
kych a Statistickych zdsad a podla bioldgie tohto organizmu
s tym, Ze sa bude brat ohlad na osobitosti systémov pestovania
zemiakov prislusnej clenského $tdtu spolocenstva. Podrobnosti
tychto prieskumov sa musia kazdoro¢ne predkladat prislusnym
¢lenskym $tatom spolocenstva a Komisii, aby sa tak zabezpe-
¢ila porovnatelnd droven istoty medzi ¢lenskymi krajinami pri
potvrdzovani nepritomnosti tohto organizmu.

2. Vysledky tradného prieskumu sa podla odseku 1 tohto
¢lanku musia najmenej jedenkrdt ro¢ne oznamovat ostatnym
¢lenskym $tatom spolocenstva a Komisii. Podrobnosti stvisiace
s tymto  ozndmenim st dovernej povahy. V stlade
s postupom stanovenym ¢ldnkom 16a smernice 77/93/EHS sa
mozu predlozit vyboru.

3. Vsilade s postupom stanovenym ¢ldnkom 16a smernice
77/93[EHS by sa mali prijat nasledujiice ustanovenia:

— podrobnosti tykajiice sa prieskumu uvedeného v odseku 1
tohto ¢lanku, sa musia vykondvat podla uzndvanych vedec-
kych a Statistickych zdsad,

— podrobnosti vyssie uvedeného ozndmenia v odseku 2 tohto
¢lanku.
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4. Vsulade s postupom stanovenym ¢lankom 16a smernice
77/93/EHS sa musia prijat nasledujtice ustanovenia:

— primerané postupy na vykondvanie prieskumov a testo-
vanie uvedené v trefom pododseku odseku 1 tohto ¢lanku.

Cldnok 3

Clenské stity st povinné zabezpecif, aby sa v pripade
podozrenia alebo potvrdeného vyskytu tohto organizmu bud
na rastlinich a hluzdch zemiakov, alebo na hluzich skladova-
nych a uvedenych na trh na Gzemi pod ich sprivou, o tom
podala sprava zodpovednym tradnym orgdnom.

Cldnok 4

1. 'V pripadoch podozrenia z vyskytu si zodpovedné
tradné orgdny toho clenského $tatu spolocenstva, kde sa takéto
podozrenia vyskytli, povinné zabezpecit tradné alebo pod
tradnym dozorom vykonané laboratérne testovanie, a to
s pouzitim postupov stanovenych prilohou I a za podmienok
stanovenych v bode 1 prilohy II, aby sa potvrdilo alebo vyvri-
tilo podozrenie na vyskyt. V prvom pripade sa musia splnit
poziadavky stanovené v bode 2 prilohy IL

2. Kym sa potvrdi alebo vyvriti podozrenie na vyskyt
v zmysle odseku 1 sa v pripadoch podozrenia:

i) ked sa na zdklade vizudlneho pozorovania zistili prejavy
tohto ochorenia alebo

ii) sa na zdklade pozitivneho vysledku imunofluorescenéného
testu uvedeného v prilohe I, ¢i iného primeraného testu
toto ochorenie identifikovalo,

st zodpovedné tradné organy clenskych stitov spolocenstva
povinné:

a) zakdzat pohyb partii alebo zdsielok, z ktorych sa vzorky
odobrali, okrem pripadov, Ze sa tak deje pod ich kontrolou,
alebo 7Ze nedodjde k ziadnemu identifikovatelnému riziku
Sirenia tohto organizmu;

b) podniknit kroky na vysledovanie povodu podozrivého
vyskytu;

¢) na zdklade odhadnutej miery rizika zaviest primerané doda-
to¢né, preventivne opatrenia, aby sa zabranilo $ireniu tohto
organizmu: medzi takéto opatrenia sa moze zaradif tradnd
kontrola pohybu vietkych ostatnych hltiz v rdmci podniku
alebo spojenych z podozrenia z vyskytu.

3. Vsilade s postupom stanovenym ¢ldnkom 16a smernice
77[93[EHS sa mozu prijat nasledujiice opatrenia:

— opatrenia, uvedené v predchddzajiicom odseku 2 ).

4. Vsilade s postupom stanovenym ¢lankom 16a smernice
77[93/EHS sa prijmi nasledujtice opatrenia:

— iny primerany test, uvedeny v predchddzajicom odseku 2
ii).

Cldnok 5

1. Ak sa tradnym alebo pod dradnym dozorom vykonanym
laboratérnym  testovanim pri pouziti metédy stanovenej
prilohou I potvrdi pritomnost tohto organizmu vo vzorke
hldz, rastlin alebo ich casti, st zodpovedné dradné orgdny ¢len-
ského stétu spoloCenstva, vzhladom na uznané vedecké zdsady,
bioldgiu tohto organizmu a osobitne vyrobné, marketingové
a spracovatelské systémy tohto clenského $titu spolocenstva
povinné:

a) oznacit za kontaminované hluzy alebo rastliny, zdsielku
alebo partiu, ako aj mechanizacné ¢i dopravné prostriedky,
nddoby, sklady a ich jednotky, ako aj iné predmety vrdtane
obalového materidlu, z ktorého boli vzorky odobraté a ak
je to potrebné, tak aj miesto produkcie a polia, z ktorych
boli hluzy ¢i rastliny pozbierané;

=

urdit rozsah pravdepodobnej kontamindcie pocas predzbero-
vého a pozberového styku s kontaminovanym materidlom
alebo vo vyrobnych linkdch v stvislosti s ustanoveniami
bodu 1 prilohy III;

ohrani¢it zénu kontamindcie v zmysle oznacenia uvede-
ného v odseku a), uréenia rozsahu moznej kontamindcie
v zmysle odseku b), ako aj mozného rozsirenia tohto orga-
nizmu vzhladom na bod 2 prilohy IIL

o
~

2. Clenské stity spolocenstva v sdlade s ustanoveniami
bodu 3 prilohy III ihned ozndmia ostatnym ¢lenskym $titom
a Komisii aktkolvek kontamindciu oznacend podla odseku 1
a) a podrobnosti vyznacenia bezpecnostného pdsma podla
odseku 1 ¢).

Podrobnosti, stvisiace s tymto ozndmenim, si dovernej
povahy. Podla postupov, urcenych c¢linkom 16a smernice
77/93/EHS sa musia predlozit vyboru.

3.V dosledku ozndmenia vykonaného podla odseku 2
a v nom uvedenych podrobnosti ostatné, v ozndmeni uvedené
Clenské krajiny podla potreby a v siilade s ustanoveniami
odseku 1 a), b) a ) oznacia kontamindciu, urcia rozsah moznej
kontaminacie a vyznacia bezpe¢nostné pasmo.
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Cldnok 6

Clenské stity spoloCenstva nariadia, aby sa tam, kde boli
v zmysle ¢ldnku 5, odseku (1) a) hluzy alebo rastliny oznacené
v zmysle ¢lanku 4 (1) za kontaminované, vykonalo testovanie
zasob zemiakov, klonovo pribuznych s tymi, ktoré si konta-
minované. Toto testovanie sa musi vykonat na takych mnoz-
stvach hliiz alebo rastlinich, aké sti na urcenie pravdepodob-
ného prvotného zdroja infekcie a pravdepodobného rozsahu
kontamindcie potrebné, najlepsie stupen rizika v rddovom
vyjadreni.

V dosledku vysledku testovania sa podla potreby a v zmysle
ustanoveni ¢lanku 5 odseku (1) a), b) a ¢) musia vykonat dalsie
oznacenie kontamindcie, ur¢it rozsahu pravdepodobnej konta-
mindcie a vyznacit bezpe¢nostné pasmo.

Cldnok 7

1. Clenské stity spolocenstva st povinné nariadit, aby sa
hluzy alebo rastliny, v zmysle cldnku 5 odseku (1) a) oznacené
za kontaminované nevysadzali a Ze pod kontrolou ich zodpo-
vednych tradnych organov budu:

— znicené alebo

— inym sposobom zlikvidované v zmysle dradnych opatreni
prijatych v sdlade s ustanoveniami bodu 1 prilohy IV
a pod podmienkou, Ze nepride k Ziadnemu identifikovatel-
nému riziku $irenia tohto organizmu.

2. Clenské stity spolocenstva ustanovia, aby sa hluzy alebo
rastliny, oznacené v zmysle ¢lanku 5 odsek (1) b) za pravdepo-
dobne kontaminované, nevysddzali bez toho, aby boli dotknuté
vysledky testovania, ktoré st spomenuté v ¢lanku 6 ohladom
klonovo pribuznych rastlin a aby sa pod kontrolou prislusnych
zodpovednych dradnych orgdnov primeranym sposobom
vyuzili alebo zlikvidovali, podla ustanovenia v bode 2 prilohy
IV, a to takym sposobom, aby nevzniklo Ziadne identifikova-
telné riziko Sirenia tohto organizmu.

3. Clenské stity spolocenstva ustanovia, aby sa akékolvek
mechaniza¢né ¢i dopravné prostriedky, nadoby, sklady a ich
jednotky, ako aj iné predmety vrtane obalového materidlu,
ktoré boli v zmysle ¢lanku 5 (1) a) oznacené ako kontamino-
vané alebo v zmysle ¢lanku 5 (1) b) za pravdepodobne konta-
minované sa bud znicili, alebo umyli a dezinfikovali s pou-
zitim primeranych postupov, ktoré boli $pecifikované v bode 3
prilohy IV. Po dezinfekcii sa uz ziaden z takychto predmetov
nebude povazovat za kontaminovany.

4. Bez toho, aby boli dotknuté opatrenia, zavedené v zmysle
odsekov 1, 2 a 3 tohto ¢lanku ¢lenské staty spolocenstva usta-
novia, aby sa v bezpecnostnom pasme vyznacenom podla usta-
noveni ¢lanku 5 (1) ¢), uplatiioval rad opatreni, ktoré st $pecifi-
kované v bode 4 prilohy IV.

Cldnok 8

1. Clenské stity spolocenstva ustanovia, aby zemiakova
sadba spliala poziadavky, stanovené smernicou 77/93/EHS
a aby v priamej linii pochddzala z materidlu ziskaného
v ramci schvdleného programu, o ktorom sa v rdmci trad-
ného alebo pod dradnym dozorom vykonaného testovania
s pouzitim postupov stanovenych prilohou I zistilo, Ze je bez
vyskytu tohto organizmu.

Vyssie spomenuté testovanie sa musi vykonat:

— v pripadoch, ked kontamindcia nepriaznivo vplyva na
produkciu zemiakovej sadby na rastlinich pociatoéného
klonového vyberu,

— v ostatnych pripadoch bud na rastlinich pociatocného
klonového vyberu, alebo na reprezentativnej vzorke zaklad-
ného alebo vyssich mnozitelskych stupnov zemiakovej

sadby.

2. Vstlade s postupom stanovenym ¢lankom 16a smernice
77/93[EHS by sa mali prijat nasledujiice ustanovenia:

— podrobne vypracované pravidld na pouzitie prvej zardzky
druhého pododseku odseku 1 tohto ¢lanku,

— pravidld vzhladom na reprezentativne vzorky, ako je to
stanovené pod druhou zardzkou druhého pododseku
odseku 1 tohto ¢lanku.

Cldnok 9

Clenské stity spolocenstva zakdzu drzanie tohto organizmu
a nardbanie s nim.

Cldnok 10

Bez toho, aby boli dotknuté ustanovenia smernice 77/93/EHS,
mozu Clenské $tity spolocenstva schvilit zruSenie opatrent,
uvedenych v ¢ldnkoch 6, 7 a 9 tejto smernice, a to pre
pokusné a vedecké ciele, ako aj pre price v odrodovom vybere
a pod podmienkou, ze takéto zruSenie nebude na ujmu boja
proti tomuto organizmu a nevytvori sa riziko $irenia tohto
organizmu.

Cldnok 11

Clenské $taty spolocenstva mozu prijat takéto dodatocné alebo
prisnejSie opatrenia vtedy, ked si to vyziada boj proti tomuto
organizmu, alebo aby sa zabranilo jeho rozsirovaniu, pokial st
v stlade s ustanoveniami smernice 77/93/EHS.

Dodato¢né opatrenia, uvedené v prvom odseku tohto ¢lanku
mozu obsahovat nariadenie, Ze sa moZe vysddzat len uznand
zemiakovl sadba, ktord je bud’ tradne uznané, alebo bola
uradne prehliadnutd a splna fytosanitdirne poziadavky.
Prehliadka by sa mala osobitne uplatnit len vtedy, ked majii
farmdri na svojich farmach povolené pouzivat zemiakovi
sadbu z ich vlastnej Grody a v inych pripadoch, ked sa vysi-
dzajii sadbové zemiaky pochddzajice z vlastnej vyroby.
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Podrobnosti tychto opatreni sa musia ozndmit ostatnym c¢len-
skym §tatom spolocenstva a Komisii.

Cldnok 12

Zmeny v prilohdch k tejto smernici, ktoré treba vykonat
v savislosti s vyvojom v oblasti vedecko - technickych
poznatkov sa musia schvdlit v silade s postupom, stanovenym
¢lankom 16a smernice 77/93/EHS.

Clanok 13

1. Od 15. novembra 1993 ¢lenské $tity spolocenstva prijmi
a uverejnia ustanovenia, potrebné na zostladenie s touto
smernicou. Bezodkladne o tom budi informovat Komisiu.

Ked' ¢lenské $taty prijma tieto ustanovenia, musia v nich uviest
odkaz na tdto smernicu alebo sa k nim takyto odkaz pripoji
pri prileZitosti ich Gradného uverejnenia. Clenské stéty stanovia
sposob vykonania tohto odkazu.

Clenské $tity spolocenstva budt uplathiovat tieto ustanovenia
od 16. novembra 1993.

2. Clenské stity spolocenstva bezodkladne informuja
Komisiu o opatreniach §titu, ktoré prijma v silade s touto
smernicou, v oblasti na ktori sa vzfahuje tdto smernica.
Eurdpska komisia o tom informuje ostatné ¢lenské staty spolo-
Censtva.
Cldnok 14

Tymto sa ru$i smernica 80/665/EHS, a to s dcinnostou od 16.
novembra 1993.

Cldnok 15

Tato smernica je ur¢end ¢lenskym $titom spolocenstva.

V Luxemburgu 4. oktébra 1993

Za Radu
predseda
W.CLAES
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PRILOHA I

METODIKA URCOVANIA PRITOMNOSTI A DIAGNOSTIKA BAKTERIE, KTORA SPOSOBUJE KRUZKOVI-
TOST ZEMIAKA, CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SMITH. DAVIS ET AL. SEPEDONICUM (SPIECKERMANN

1.1.

1.2.

3.1.

3.2

3.3.

ET KOTTHOFF) DAVIS ET AL. NA ZEMIAKOVYCH HLUZACH

Priprava vzorky - odrezdvanie pupkovych koncov hliaz

Pod tecicou vodou umyjeme 200 zemiakovych hliz a dezinfikovanym skalpelom alebo skrabkou na zemiaky
odstranime epidermu okolo pupkovych koncov kazdej z hltiz; dezinfekciu mozno vykonat ponorenim skrabky
do 70 % etanolu a vypdalenim nad plamenom.

Opatrne nozom alebo $krabkou na zemiaky opatrne z pupkovych koncov odoberieme kuzelovité vyrezky.
Necievne pletivo ma byt ¢o najmensie. Odobraté pupkové konce treba spracovat v priebehu 24 hodin (pozri
odsek 3) alebo zakonzervovat pri teplote - 20 °C, nie dlhsie ako dva tyzdne.

Vizudlne hodnotenie priznakov baktériovej krizkovitosti zemiaka

Po odstraneni pupkovych koncov kazdi z hliz priecne prereZeme a hladdme priznaky baktériovej krizkovi-
tosti zemiaka.

Hluzy stla¢ime a pozorujeme, ¢i z cievnych pletiv vytekaji macerované pletiva.

Najskorsimi priznakmi je jemnd sklovitost alebo priesvitnost pletiv bez zmiknutého okolia cievnych zvizkov,
osobitne v blizkosti pupkovych koncov. Sfarbenie prstenca cievnych zvizkov na pupkovych koncoch moze
byt mierne tmavsie. Prvymi identifikovatelnymi priznakmi je Zltkasté sfarbenie prstenca cievnych zvizkov
a vytekanie baktériového slizu syrovitej konzistencie z ciev po jemnom stlaceni hluzy. Vylucok obsahuje
miliény baktérii. V tomto $tddiu moze prichddzat k hnednutiu cievneho pletiva. Tieto priznaky sa najprv
moZzu obmedzovat na jednu Cast prstenca, nevyhnutne to viak nemusi byt pri pupkovych koncoch a hned-
nutie sa postupne modze rozsirovat na cely prstenec cievnych zvizkov. S postupujiicou infekciou prichddza
k rozkladu cievnych pletiv, vonkajsia vrstva zdsobného pletiva sa moze oddelovat od vniitornej. V neskorsich
Stddidch infekcie sa na povrchu hliz objavuji priehlbiny, ktoré maji Casto Cerveno-hnedé sfarbenie okrajov.

tohto ochorenia od ostatnych hubovych a baktériovych ochoreni sa moze stazit, ba aZ znemoznit.

Priprava vzoriek na farbenie podla Grama, imunofluorescencné farbenie a baklazinovy test

Pupkové konce zhomogenizujeme az po dosiahnutie Gplnej macerdcie v rozptstadle, netoxickom pre Coryne-
bacterium sepedonicum, (napriklad 0,05 M fosfore¢nanovom tlmenom roztoku NaCl (PBS) s hodnotou pH 7,0)
a pri teplote nizsej ako 30 °C. Pridanim netoxického, protipenivého pripravku (dodatok 1 a 2) by sa malo
zabranit nadmernej maceracii.

Baktérie z homogendtu vylihujeme jednym z nasledujicich sposobov ():

A. a) Homogendt odstredime najviac pri 180 g pocas 10 mindt.

b) Na povrchu pldvajici podiel odstredime najmenej pri 4 000 g pocas 10 mindt, dekantujeme a odstré-
nime.

B. a) Macerdt nechime stif pocas 30 mindt, aby sa zvySok pletiv mohol usadit. Pldvajici podiel opatrne
dekantujeme tak, aby sme nenarusili usadeninu.

b) Plévajici podiel s pomocou vodnej vyvevy prefiltrujeme cez filtra¢ny papier (Whatman No 1) vlozeny
v lieviku z kremicitého skla (€. 2 = 40 — 100 pm). Filtrdt pozbierame do centrifuga¢nej skiimavky,
filter premyjeme sterilnym PBS na maximdlny filtra¢ny objem 35 ml.

¢) Filtrdt odstredime pri najmenej 4 000 g pocas 20 mindit.

Pelet rozptylime v sterilnom 0,01 M fosfore¢nanovom tlmivom roztoku s hodnotou pH 7,2 (dodatok 2) tak,
aby sme dosiahli celkovy objem asi 1 ml. Rozdelime ho na dve rovnaké casti, jednu z nich si ponechdme ako
referencnd pri - 20 °C (%) alebo v lyofilizovanej forme. Druht Cast dalej rozdelime na dve casti, z ktorych
jednu pouzijeme pre IF test a na farbenie Gramovym farbivom a druht pre baklazanovy test.

(") Alternativny postup extrakcie uviedol Dinesen, 1984.

(*) Je dokdzané (Jansen and Van Vaerenberg, 1987), Ze zmrazovanim sa méze znizit Zivotaschopnost Corynebacterium sepedonicum. Rozpty-
lenim peletu v 10 % glycerole sa tomuto problému mozno vyhnt.
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3.4.

4.1.

4.2

4.3.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Je nutné, aby sa vetky pozitivne kontroly a vzorky Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum oSetrovali odde-
lene, aby sme zabrénili kontaminécii. Toto plati pre podlozné sklicka pre IF test a baklazdnovy test.

Farbenie podla Grama

Pripravime si farbenie podla Grama pre v3etky riedenia pelet (5.2.1) a pre vietky rozrezané hluzy (2) vykazu-
juce sklovitost, hnilobu alebo iné podozrivé priznaky. Vzorky by sa mali odobrat z okraja napadnutého
pletiva.

Pripravime si farbenie podla Grama pre zndme kultiry Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum a podla
moznosti pre prirodzene infikované pletivé (5.1).

Stanovime, ktoré vzorky obsahuji typické, Gram pozitivne koryneformné baktérie. Vieobecne sti bunky Clavi-
bacter michiganensis ssp. sepedonicum dlhé 0,8 az 1,2 pm a 0,4 aZ 0,6 pm Siroké.

Vhodny postup farbenia je uvedeny v dodatku 3.

Prepardty z prirodzenych infekcii a neddvno izolovanych kultdr Casto vykazuji prevlddanie tycinkovitych

bunky Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum rozneho kyjovitého tvaru a ich reakcia na Gramovo farbivo
moze byt rozna. Bunky sa jednotlivé, v pdroch s charakteristickymi ,ohnutiami* typickymi pre ohnuté delenie
a obcas v nepravidelnych skupindch casto popisovanych ako palisidy a c¢inske listy.

Schéma pre IF test

Pouzijeme antisérum pre zndme kmene Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum — ATCC 33113 (NCPPB 2137)
alebo NCPPB 2140, ktorého titer by mal byt vyssi ako 1:600. Na testovacom podloznom sklicku pouzijeme
jednu kontrolu s PBS, aby sa stanovilo, ¢i sa imunoglobinovy konjugét izotiokyanan fluorescinu (FITC) nespeci-
ficky spdja s bunkami baktérii. Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum [ATCC 33113 (NCPPB 2137), NCPPB
2140] by sa na osobitnom sklicku mal pouzit ako homologickd antigénové kontrola. Tam, kde je to mozné, by
sa mali pouZit prirodzene infikované pletivd (udrziavané v lyofilizovanej forme alebo zmrazené pri - 20 °C)
ako podobnd kontrola na rovnakom podloznom sklicku (obrazok 2).

Postup

Pripravime si tri série desatndsobného nariedenia (101, 102, 103) findlneho peletu v destilovanej vode
(obrdzok 1).

Do testovacich jamiek podlozného sklicka napipetujeme namerany Standardny objem, dostato¢ny na zaliatie
kazdej z jamiek (asi 25 pl) vietkych riedeni peletu alebo suspenzie Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum (asi
106 bunick.ml-1) tak, ako je to zndzornené na obrazku 1.

Obrdzok 1

PodloZné sklicko so vzorkami a PBS kontrolou

Neriedend vzorka Riedena vzorka

K_H A
e I

1:10 1:100 1:1 000

OO00O0
OO0O0OO].

T - /

> Duplikéty

~

PBS Selektivne riedené antisérum
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5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

5.2.10.

5.2.11.

Obrdzok 2

Pozitivne kontrolné sklicko

«— C. sepedonicum
C105/ml
zemiakovy extrakt

r1*r 1 1t 1

1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

Riedenie antiséra

Prislusné testovacie jamky zalejeme antisérom Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum v odportc¢anych riede-
niach, 0,01 M roztokom PBS s hodnotou pH 7,2 (dodatok 2) tak, ako je to zndzornené na obrdzku 1. (Pre
FITC kontrolku pouzijeme PBS.) Pracovné riedenie antiséra by malo mat priblizne poloviént hodnotu toho,
ako IF titer. Ak sa zahrnd aj iné riedenia antisér, malo by sa pre kazdé jedno riedenie pripravit osobitné
podlozné sklicko.

Podlozné sklicka pri laboratdornej teplote inkubujeme vo vlhkej komorke pocas 30 mindt.

Podlozné sklicka pozorne oplachneme 0,01 M roztokom PBS s hodnotou pH 7,2 a pdt mindt ich umyvame
v troch kipeloch 0,01 M roztoku PBS s pH hodnotou 7,2.

Nadbyto¢nd vlhkost opatrne odstrédnime.

Kazdd testovaciu jamku zalejeme FITC konjugdtom s rovnakym riedenim, aké sa pouzilo na stanovenie titra
a pri laboratdrnej teplote inkubujeme v tmavej, vlhkej komorke pocas 30 mindit.

Podlozné sklicka opldchneme a umyvame vyssie uvedenym sposobom.

Do kazdej testovacej jamky priddme asi 5 az 10 pl fosfore¢nanmi tlmeného glycerinu s hodnotou pH 7,6
(alebo podobnii kryciu ldtku s hodnotou pH najmenej 7,6) a prikryjeme krycim sklickom (dodatok 2).

Preparit preskiimame epifluorescencnym mikroskopom a filtrami, uréenymi na prace s FITC. Vhodné je
400 - az 1000 - ndsobné zvicSenie. Testovacie jamky prezerdme pozdlz dvoch na seba kolmych osi a po
obvode.

V pozitivnych kontroldch hladdme fluoreskujiice bunky a stanovime titer. V. kontrolnej testovacej jamke FITC/
PBS pozorujeme fluoreskujiice bunky, a ak sa tam nenachddzaji, pokracujeme na testovanych testovacich
jamkdch. V najmenej 10 mikroskopickych polickach stanovime priemerny pocet fluoreskujicich buniek
s typickou morfolégiou a vypocitame ich pocet na 1 ml neriedeného peletu (dodatok 4).

Pri vykonédvani imunoflurescen¢nych testov sa stretdvame s niektorymi problémami.

— V peletoch zo zemiakového extraktu sa mozu nachddzat na pozadi populdcie fluoreskujicich buniek
s netypickou morfolégiou, podobnou Clavibacter michiganensis, ssp. sepedonicum. Mali by sme pocitat len
fluoreskujice bunky s typickym tvarom a velkostou.

Vzhladom na moznost vedlajsich reakcil by sa vzorky s pozitivnym vysledkom imunofluorescen¢ného
testu mali podrobit opitovnému testovaniu s pouZzitim iného antiséra.

— Technické obmedzenie detekénych moZnosti tohto postupu sa nachddza medzi 10° al0* buniek na 1 ml
neriedeného peletu. Vzorky s poctom IF typickych buniek na hraniciach detekéného limitu pre Clavibacter
michiganensis, ssp. sepedonicum st zvycajne negativne, ale mozu sa podrobit baklazdnovému testu.
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6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.4.

6.4.1.

Vysledok imunofluorescenéného testu sa povazuje za negativny pre kazdd vzorku, kde sa nezistili typické, fluo-
reskujice bunky. Vzorky sa povazuju za ,nekontaminované* Clavibacter michiganensis, ssp. sepedonicum.

Baklazdnovy test sa nevyzaduje.

Imunofluorescencny test sa povazuje za pozitivny v pripade akejkolvek vzorky, pokial sa v nej zistia morfolo-
gicky typické fluoreskujiice bunky.

Vzorky, kde sa s obidvoma antisérami dosiahol pozitivny vysledok imunofluorescen¢ného testu, sa musia
povazovat za ,potencidlne kontaminované Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum.

Pri vietkych vzorkdch povazovanych za potencidlne kontaminované sa vyzaduje vykonanie baklazdnového
testu.

Baklazdnovy test

Ohladom podrobnosti o pestovani rastlin na test pozri dodatok 5.

Pelety, pripravené podla 3.3 nanesieme jednym z nizZsie uvedenych postupov (6.2, 6.3 alebo 6.4) na najmenej
25 rastlin baklazdnu v rastovej faze 3 (dodatok 5).

Naockovanie pozdizneho rezu 1

Kazdt nddobku zaistime vo vodorovnej polohe podlozkou. Vhodnym materidlom pre nddobku s priemerom
10 cm je blok z expandovaného polystyrénu s otvorom 5 (h) x 10 (3) x 15 (d) cm. Vhodné je vlozit pds hlini-
kovej folie medzi stonku kazdej rastliny baklazdnu a upevnit kazdi rastlinu gumickou, ovinutou okolo
polystyrénu.

Skalpelom urobime do stoniek baklazanov, medzi klicne a prvy pravy list, pozdfiny rez, dlhy 0,5 az 1,0 cm,
do hlbky asi % hrabky stonky.

Spickou skalpelu podrzime rez otvoreny a jemnym Stetcom nanesieme ockovaciu litku (pelet) do ranky. Po
naockovani vietkych rastlin rozdelime zvysok ockovacej latky pomedzi ne.

Rez uzavrieme sterilnou vazelinou z 2 ml injekénej striekacky.

Obrdzok 3

Naockovanie pozdizneho rezu II

Rastlinu baklazdnu uchopime medzi dva prsty a napipetujeme kvapku (asi 5 az 10 pl) rozptyleného peletu na
stonku medzi klicne listy a prvy pravy list.

Skalpelom urobime do stonky priecny (asi pod uhlom 5% a 1 cm dlhy rez, priblizne do hibky ¥ hribky
stonky, po¢nic pri kvapke ockovacej latky.

Rez uzavrieme sterilnou vazelinou z injekénej striekacky.

Naockovanie injekénou striekackou

Rastliny baklazdnu den pre ockovanim nepolievame, aby sme zniZili ich vnatorné napétie.
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6.4.2.  Baklazdny ockujeme injekénou striekackou vybavenou hypodermickou ihlou (najmenej 23 G), zvysok ocko-
vacej latky rozdelime medzi rastliny.

6.5. Zndmou kultirou Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum a podla moZnosti pletivom z prirodzene infikova-
nych hlz (5.1) rovnakym postupom (6.2, 6.3 a 6.4) naockujeme 25 rastlin baklazanu.

6.6. Sterilnym 0,05 M PBS naockujeme 25 rastlin baklazdnu, a to rovnakym postupom (6.2, 6.3 a 6.4).

6.7. Rastliny inkubujeme vo vhodnych podmienkach (dodatok 5) pocas 40 dni. Pravidelne, kazdych osem dni
kontrolujeme priznaky ochorenia. Pocitame pocet rastlin s vyvinutymi priznakmi. Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicum sposobuje vidnutie baklazanu, ktoré moze zacat bud okrajovym, alebo medzizilovym ochabnutim.
Viadntice pletiva sa najprv sfarbuji do tmavozelena alebo sa na nich vytvdraji skvrny, pred odumieranim casto
bledni. Medzizilové vadnutie mé Casto zIté okraje. Rastliny nevyhnutne nemusia odumriet, ¢im st pri prejaveni
sa priznakov tohto ochorenia starSie, tym maji vacSiu Sancu na prezitie. Rastliny mozu infekciu prerast.
Mladsie rastliny baklazdnu st aj vo¢i men$im populdcidm Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum ovela citlive-
jSie ako stardie. Preto je treba pouzit rastliny pred dosiahnutim rastovej fizy 3.

Vadnutie moze byt taktieZ vyvolané aj populdciami inych baktérii ¢i hab, ktoré si v pletivich hltz zemiaka
pritomné, ako st Erwinia carotovora ssp. carotovora, Erwinia carotovora ssp. atroseptica, Phoma exigua var. foveata,
ako aj populdciami saprofytickych baktérii. Takéto vadnutie sa od vddnutia sposobeného Clavibacter michiga-
nensis ssp. sepedonicum dé odlisit, pretoze dochddza k rychlemu vidnutiu celych listov a celych rastlin.

6.8. Pre vetky SarZe rastlin baklazdnu s prejavom priznakov tohto ochorenia si pripravime farbenie podla Grama
(4), a to pouzitim zvadnutych listovych a stonkovych pletiv z rastlin a izoldtov z vhodného Zivného média
(7). Povrch listov baklazdnu dezinfikujeme 70 %-nym etanolom.

6.9. Za urcitych podmienok, najma ked rastové podmienky nie st optimalne, moze Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicum v rastlindch baklazdnu prezivat v podobe latentnej infekcie az 40 dni po naockovani. MoZnym
dosledkom takychto infekcii moze byt zakrpatenie a strata Zivotaschopnosti naockovanych rastlin. Ak sa
vysledok IF testu povazuje za pozitivny, je nevyhnutné dalsie testovanie. Preto je dolezité porovnédvanie rych-
losti rastu v3etkych rastlin baklazdnu s kontrolou naockovanou sterilnym 0,05 M PBS a sledovat klimatické
podmienky v skleniku.

Pre dalsie testovanie sa odporica nasledujice:

6.9.1.  stonky nad miestom ockovania odrezeme a odstrdnime z nich listy;

6.9.2.  stonky macerujeme v 0,05 M roztoku PBS s hodnotou pH 7,0 tak, ako je to uvedené v 3.1 a 3.2;

6.9.3.  jednu polovicu peletu pouzijeme na vykonanie farbenia podla Grama (4) a IF testu (5);

6.9.4.  ked st vysledky Gramovho farbenia a IF testu pozitivne, pouzijeme druhii polovicu peletu na vykonanie
dalsieho baklazdnového testu (6). Pouzijeme zndme kultary Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum a kontroly
so sterilnym 0,05 M roztokom PBS. Ak sa priznaky v dalsich testoch nepozoruji, vzorka sa musi povazovat
za negativnu.

7. Izol4cia baktérii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum

Diagnézu mozno potvrdit len vtedy, ked sa Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum izoluje a uré{ (8). Hoci je
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum organizmom citlivym, mozno ho izolovat z pletiv vykazujicich priz-
naky ochorenia. MoZu ho vSak prerdst rychlorastiice saprofytické baktérie, a preto sa priama izoldcia (3.3)
z peletu pochddzajiiceho z hliz zemiaka neodportca. Rastliny baklazdnu st pre rast Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicum vyborné selektivne obohacovacie médium a taktiez ako hostitel umoziuje vynikajiice
potvrdzovacie testy.

Izoldciu moZno urobit zo vietkych hliz zemiaka a rastlin baklazdnu, ktoré vykazuju priznaky (4, 6). V pri-
pade potreby moZno macerdciu stoniek rastlin baklazdnu vykonat podla postupov uvedenych v bodoch 3
a 6.9.
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7.1.

Suspenziu nanesieme na jedno z nasledujicich médif (recepty st uvedené v dodatku 6):
zivny dextrézovy agar (len pre subkultdry),

kvasnicovo-glukézovy pepténovy agar,

zivny kvasnicovo-dextrézovy agar,

kvasnicovy agar s vyluhom minerdlnych soli.
Inkubujeme pocas az 20 dni pri teplote 21 °C.

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum rastic pomaly, zvycajne v priebehu 10 dni vytvdra bodové, smotanovo
sfarbené a kupolovité kolonie.

Kultiru opdtovnym rozterom precistime.

Subkultirou mozno rychlost rastu zlepsit. Typické kolénie st smotanovo az slonovinovobiele sfarbené,
okrihle, na povrchu hladké, kupolovito vyhnuté, maji hubovo-roztekavi konzistenciu s ucelenym okrajom
a zvy¢ajne maju priemer od 1 do 3 mm.

Urcovanie

Zo zdravych alebo napadnutych zemiakov a baklazdnov mozno izolovat mnohé Gram pozitivne ty¢inkovo-
kyjakovité baktérie s charakteristikou kolénif, ktord je podobnd kolonidm Clavibacter michiganensis ssp. sepedo-
nicum. V tejto savislosti je preto potrebné vykonanie nasledujicich testov:

IF test (5.1),
baklazdnovy test,

nutricny a fyziologicky test (dodatok 7),

— oxidacno-fermentacny test (O/F),

— oxiddzovy test,

— rast pri 37 °C,

— tvorba uredzy,

— hydrolyza eskulinu,

— hydrolyza skrobu,

— tolerancia vo¢i 7 %-nému roztoku chloridu solného,

— indolovy test,

— kataldzovy test,

— tvorba H,S,

— vyuZitie citranov,

— hydrolyza Zelatiny,

— kyselina z: glycerolu, laktézy, ramnézy a salicinu,

— farbenie podla Grama.

Vsetky testy by mali obsahovat zndme kontroly s Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum. V nutri¢nych
a fyziologickych testoch by sa mali pouzit ockovacie latky zo subkultir, vypestovanych na zivnych agaroch.

Morfologické porovndvanie by sa malo vykondvat s kultrami vypestovanymi na Zzivnych dextrézovych
agaroch.

Pre IF testy by vietky populdcie mali byt upravené na 106 buniek/ml. Titer IF by mal byt blizky titru zndmej
kultary Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum.

Pre baklazdnovy test by vietky populdcie mali byt upravené na 107 buniek/ml. Baklazdnové testy by sa mali
vykondvat s pouzitim 10 rastlin na kazdy testovaci organizmus oproti zndmej kulttre Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicum a sterilnej kontrole s ¢istou vodou. Pri pouziti ¢istych kultiir by sa vidnutie malo dosiahnut
v priebehu 20 dni, rastliny, ktoré nevykazuji priznaky, by sa po tomto ¢ase mali inkubovat pri teplotich vedd-
cich k rastu baklazdnu, ale nizsich ako 30 °C, celkovo 30 dni (dodatok 5). Ak sa po 30 dioch priznaky tohto
ochorenia neprejavia, kultra sa nemoze potvrdit za patogénnu formu Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum.
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Test Clavibacter michiganensis ssp. Sepedonicum
OfF inertnd alebo slabo oxidativna
oxiddzovy -

kataldzovy +

redukcia dusi¢nanov -

aktivita uredzy -

tvorba H,S -

tvorba indolu -

vyuZitie citranov -

hydrolyza skrobu - alebo slabd
rast pri 37 °C -

rast v 7 % NaCl -

hydrolyza zelatiny -

hydrolyza eskulinu +

Kyselina z:

— glycerolu -

— laktézy - alebo slabd
- ramnoézy -

— salicinu -
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Dodatok 1

PRIPRAVA MACERACNEHO ROZTOKU PODIA ODPORUCANIA LELLIOTTA A SELLARA, 1976

Protipenivy pripravok DC silicone antifoam MS A (Hopkins
&Williams Ltd, Cat. No 9964-25 Chadwell Heath, Essex, Anglicko)

Vlocky Lubrol W (ICI Ltd)
Pyrofosforecnan stvorsodny
0,05 M Na(l, timeny fosfore¢nanmi, pH 7,0 (dodatok 2)

Dodatok 2
TLMIVE ROZTOKY (PUFRE)

Tlmivy roztok: 0,05 M fosfore¢nanovy pufer NaCl, pH 7,0

Tento tlmivy roztok mozno pouzit pre macerovanie pletiv zemiakovych hliz (2.1).
Na,HPO,

KH,PO,

NaCl

Destilovand voda do

Tlmivy roztok: 0,01 M fosfore¢nanovy pufer NaCl, pH 7,2

Tento tlmivy roztok sa pouZiva na riedenie antiséra a umyvanie IF podloznych skli¢ok.
Na,HPO,. 12 H,0

NaH,PO,. 2 H,0

NaCl

Destilovand voda do

0,1 M fosfore¢nanovy pufer s glycerinom, pH 7,6

10 ml

05¢g

lg
11

4,26 g
2,72 g
80 g
11

2,7 g
04 g
80 g
11

Tento tlmivy roztok sa pouziva na zvySenie fluorescencie ako krycia kvapalina na testovacich jamkdch podlozného

sklicka pri IF teste.
Na,HPO,. 12 H,0
NaH,PO,. 2 H,0
Glycerol

Destilovand voda

32 ¢

0,15 g
50 ml
100 ml
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Dodatok 3
POSTUP PRE FARBENIE PODLA GRAMA (UPRAVENE HUCKEROM) (DOETSCH, 1981)

Roztok krystilovej violety
V 20 ml 95 %-ného etanolu rozpustime 2 g krystélovej violety.
V 80 ml destilovanej vody rozpustime 0,8 g oxalanu aménneho.

Obidva roztoky zmieSame.

Jédovi tinktdra podla Lugola

Jjod lg
Jodid draselny 2g
Destilovand voda 300 ml

Obidve chemikdlie zmiesame, spolu ich rozotrieme v trecej miske. Priddime do destilovanej vody, nddobu uzavrieme
a premieSame.

Safraninovy odfarbovaci roztok

Roztok safraninu:

Safranin O 25¢
95 % -ny etanol 100 ml

Zmes premiesame a odlozime.

Pred pouzitim zriedime v pomere 1:10 na pracovnt koncentréciu.

Postup pri farbeni

1. Pripravime si rozter, fixujeme ho suSenim na vzduchu a teplom.
. Podlozné sklicko zalejeme roztokom krystdlovej violete na 1 mindtu.
. Krdtko umyvame pod te¢tcou vodou z vodovodu.

2

3

4. Na minttu zalejeme jédovou tinktdrou podla Lugola.

5. Opit omyjeme pod tec¢tcou vodou z vodovodu a vysusime pijavym papierom.
6

. Odfarbujeme bud kvapkanim 95 %-ného etanolu az dovtedy, kym sa nevylucuje farbivo, alebo ponorenim
a miernym mie$anim v fom.

7. Omyjeme pod te¢ticou vodou a osusime pijavym papierom.
8. Zalejeme na 10 sekiind safraninom.
9. Opit omyjeme pod te¢ticou vodou a osu$ime pijavym papierom.

Gram pozitivne baktérie maju fialovo-modré, Gram negativne baktérie maji ruzovo-Cervené sfarbenie.
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Dodatok 4
URCOVANIE POPULACIE IF POZITIVNYCH BUNIEK

Plocha S jednej testovacej jamky na viacjamkovom podloznom sklicku:

_ mb2
4

kde d = priemer pola objektivu.
Plocha s pola objektivu
_ nd
4
Hodnotu d = stanovime bud priamym meranim,
alebo na zdklade nasledujticich vzorcov:
_ _mi
G’K’x4

kde: i = koeficient pola (zdvisi na type okuldru mikroskopu a méze mat hodnotu od 8
do 24),

K = tubusovy koeficient (1 alebo 1,25);
G = (100-ndsobné, 40-ndsobné a pod.) zvicSenie objektivu.
Zovztahu (2): d = bl
T

Zo vzt'ahu (3): d=

Zistime pocet typickych fluoreskujtcich buniek v jednom poli c.

Vypocitame pocet typickych fluoreskujtcich buniek v celom poli C.

Vypocitame pocet typickych fluoreskujicich buniek na jeden ml peletu (N).

N = Cx 1000 o
y

kde y = objem peletu na testovacej jamke podlozného sklicka,

kde F = zriedovaci faktor peletu.
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Osivo baklazdnu (Solanum melongena, odroda Black Beauty) vysejeme do pasterizovaného kompostu. Semendce s plne
vyvinutymi kliénymi listami (10 aZ 14 dni staré) presadime do kvetind¢ov s pasterizovanym kompostom.

Rastliny baklazdnov pouzivame v rastovej fize 3, ked st plne rozvinuté dva, najviac viak tri pravé listy.

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

PESTOVANIE RASTLIN BAKLAZANU NA TEST

teplota: cez defi

UPOZORNENIE: Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicum nebude rdst pri teplotich vyssich ako 30 °C. Ak no¢né
teploty neklesajii pod 15 °C, moze prist k poskodeniu chromoférov (striebristd nekrdza).

Korene mozu poskodzovat larvy Sciaridae, predchddzame tomu pouzitim vhodnych insekticidov.

v noci

Dodatok 5

14 hodin alebo prirodzend di7ka diia
21 az 24 °C

Osivo baklazdnu, odrody Black Beauty mozno ziskat od:

1.

AB Hammenhogs Fro,
270 50 Hammenhdg,
Svédsko;

. HURST Seeds Ltd.,

Avenue Road,
Witham,

Essex CM8 2DX,
Velkd Britdnia;

. ASGRO Italia Sp A,

Corso Lodi 23,
Milan,
Taliansko;

. KUPPER

Mitteldeutsche Samen GmbH;
Hessenring 22;

D-37169 Eschewege,
Nemecko.
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Dodatok 6

MEDIA PRE RAST A IZOLACIU CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SSP. SEPEDONICUM

Zivny agar (NA)

Zivny agar Difco bacto v destilovanej vode, dévkovanie podla vyrobcu. Sterilizuje sa v autokldve pri 121 °C 15 mindit.

Zivny dextrézovy agar (NDA)

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

mindat.

Kvasnicovo-pepténovo-glukézovy agar (YPGA)
Difco bacto kvasnicovy vyluh (¢. 0127)

Difco bacto peptén (€. 0118)

Monohydrdt D(+) glukézy

Difco bacto purifikovany agar (¢. 0560)

Destilovand voda

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

Kvasnicovy vyluh s obsahom minerédlnych soli (YGM)

Difco bacto kvasnicovy vyluh
Monohydrat D(+) glukézy
K,HPO,

KH,PO,

MgSO,.7H,0

MnSO,.H,0

NaCl

FeSO,.7H,0

Difco bacto purifikovany agar

Destilovand voda

V autokldve 20 mint sterilizujeme 0,5 | celkového objemu média pri 115 °C.

> 8
58
10 g
15 ¢
11

20 g
25 ¢g
025 g
025 ¢g
01¢g
0,015 g
0,05 g
0,005 g
18 g
11
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Dodatok 7

NUTRICNE A FYZIOLOGICKE TESTY NA IDENTIFIKACIU CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SSP. SEPEDO-
NICUM

Vsetky médid by sa mali inkubovat pri 21 °C po Siestich dfioch by sa mali preskdsat. Ak nebudi rdst, inkubujeme dalsich
20 dni.

— Oxidativne a fermentativne testy (Hugh & Leifson, 1953) — OJF test

Zakladné médium:

KCl 02g
MgSO,.7H,0 02 g
NH,H,PO, 10 g
Difco bacto peptén (€. 0118) 1,0 g
Cisteny Difco bacto agar 30¢g
Monohydrdt D(+) glukézy 10,0 g
Brémtymolovd modrd 0,03 g
Destilovand voda 11

Jednotlivé zlozky zmieSame a hodnotu pH upravime 1 N KOH na 7,0 - 7,2.
Rozdelime do kultiva¢nych skiimaviek Pyrex s rozmermi 16 mm x 100 ml s objemom 12 mlpo 5 mla 10 ml.
Sterilizujeme v autokldve pocas 10 mindt pri 115 °C.

Kazda kultdru naockujeme ockovacou ihlou do 5ml a 10 ml skiimaviek. Do skimaviek s nameranym objemom
10 ml skamavky asepticky priddime 1 ml az 2 ml sterilného kvapalného parafinu a inkubujeme.

Pozitivne reakcie

Skiimavka Sfarbenie Reakcia
otvorend 7lté fermentativna
uzavretd Zlté
otvorend Zlté oxidativna
uzavreta modro-zelené
otvorena zelené oxidativna alebo inertna
uzavreta zeleno-modré

— Oxiddzovy test (Kovacs, 1956)
Kovacsovo oxiddzové ¢inidlo:

1 %-ny roztok tetrametyl-parafenyléndiamin-dichloridu (BDH ¢. 30386) v destilovanej vode.

Toto ¢inidlo by malo byt erstvé v objemoch 1 ml a mozno ho skladovat v sklenej hnedej flasi pri 5 °C pocas 1 az
4 tyzdnov.

Na filtra¢ny papier v Petriho miske kvapneme kvapku ¢inidla. Thned na papier platinovym ockom natrieme niektort
z kultdr, vypestovanych na agare.

Pozitivha reakcia: v priebehu 10 sekdnd sa vyvinie purpurovocervené sfarbenie, kultiry s casom 10 az 30 sekind
maju reakciu slabo pozitivnu.

UPOZORNENIE: Je potrebné pouzit platinové ocko a kultiiry zo Zivného agaru (NA), kedze uz stopy Zeleza alebo
obsah vyssich cukrov v rastovom médiu mozu dat falosné pozitivne vysledky.

— Vytvéranie kyseliny z laktzy, ramndzy, salicinu a glycerolu

Pripravime OF médium podla Hugh & Leifsona bez glukdzy. Rozlejeme do 5 ml skimaviek. Sterilizujeme v auto-
klave pocas 10 mindt pri teplote 115 °C. Do roztopenej hmoty pri 45 °C asepticky priddme 0,5 ml prefiltrovaného
vodného roztoku glycerolu, laktézy, ramndzy alebo salicinu. Opatrne premiesame.

Pozitivna reakcia: zmena sfarbenia z modrozeleného na zlté naznacuje vytvdranie kyseliny.
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— Kataldzovy test

Na cisté podlozné sklicko kvapneme kvapku 30 % peroxidu vodika a emulzifikujeme s kultdrou, pridanou plati-
novym ockom.

Pozitivna reakcia: vytvaranie kyslika (bublinky) v kvapke naznacuje pritomnost kataldzy.
Aktivita nitrat-reduktizy a denitrifikdcia (Bradbury, 1970)

Kultiva¢né médium:

KNO; (bez obsahu dusitanov) 1g
Difco bacto kvasnicovy vyluh 1g
K,HPO, 5
Destilovand voda 11

Objemy po 10 ml rozlejeme do skiimaviek s obsahom 20 ml a sterilizujeme v autokldve pri 121 °C pocas 15
mindt.

Cinidlo A:
H,S0, 8 g
5N kyselina octova 11
Cinidlo B:
Naftylamin 5¢
5N kyselina octova 11

Dusi¢nanové médium naockujeme v dvoch opakovaniach. Testujeme po 10 a 20 dioch, a to pridanim kvapky
jodovej tinktary podla Lugola, 0,5 ml ¢inidla A a 0,5 ml ¢inidla B. Ak médium nenadobiida cerventi farbu,
priddme asi 50 mg prdskového zinku a pozorujeme farebni reakciu.

Pozitivna reakcia Farebnd reakcia

Stddium 1 Stéddium 2
ziadna redukcia dusi¢nanov bez farby Cervend
redukcia dusi¢nanov az na dusitany Cervend -

(len nitrat-reduktdza)

redukcia dusi¢nanov az za dusitany bez farby bez farby
(nitrat-reduktdza a nitrit-reduktdza)

Tvorba uredzy (Lelliott, 1966)

Zdkladné médium:

Agar na baze mocoviny 24 g

Destilovand voda 95 ml

Sterilizujeme v autokldve pocas 20 mindt pri teplote 115 °C. Roztopenti bdzu schladime na 50 °C a septicky
pridéme 5 ml 40 %-ného vodného roztoku mocoviny (Oxford SR20), prefiltrovaného cez sterilizovany filter. Dobre
premiesame.

Rozdelime na 6 ml objemy do sterilnych skiimaviek (16 x 100 mm), sklonime a nechdme usadit.

Pozitivna reakcia: po aktivacii uredzy Zlto-oranzZové médium nadobudne Ceresiiovo-Cervené alebo ¢erveno-ruzové sfar-
benie.

Vyutzitie citranov (Christensen) (Skerman, 1967)

Agar na béze citranov 23 g

Destilovand voda 11

ZamieSame a zohrievanim rozpustime. Rozdelime na 6 ml objemy, ako pre mocovinové médium vyssie. Sterilizu-
jeme v autokldve pri 121 °C pocas 15 mindt, naklonime a nechdme usadit.

Pozitivna reakcia: vyuZitie citranov mé za ndsledok zmenu sfarbenia média z oranzového na cervené.
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— Tvorba sirovodika (Ramamurthi, 1959)

Médium:
Difco bacto tryptén (€. 0123) 10 g
K,HPO, lg
Na(Cl 5¢
Destilovana voda 11

Zlozky rozpustime a roztok rozdelime na 6 ml objemy do skimaviek 16 x 100 mm. Sterilizujeme v autokldve
pocas 10 minit pri teplote 115 °C.

Naockujeme a asepticky suspendujeme papier s obsahom octanu olovnatého (Merck 9511), udrziavame prikryté
a inkubujeme pocas 20 dni.

Pozitivna reakcia: tvorbu H2S z trypténu ndm signalizuje ¢iernohnedé sfarbenie papiera.
— Tvorba indolu (Ramamurthi, 1959)
Médium:

rovnaké ako pre H,S.

Odstrdnime papier s octanom olovnatym a priddme 1 az 2 ml éteru a jemne potrasieme. Nechdme vrstvy, aby sa
oddelili (pdt mindt). Opatrne priddme 0,5 ml Kovacsovho ¢inidla (Merck 9293) tak, aby stekalo po povrchu usade-
niny.

Pozitivha reakcia: pritomnost indolu ndm signalizuje vyvoj cerveného sfarbenia v Zltej vrstve medzi éterom a vod-
nymi frakciami.

— Rast pri 37 °C (Ramamurthi, 1959)

Médium:
Zivny roztok Difco bacto (€. 0003) 8 g
Destilovand voda 11

Zamie$ame, rozpustime a rozlejeme do 6 ml skiimaviek.
Sterilizujeme pocas 15 mintit v autokléve pri teplote 121 °C.
Naockujeme a inkubujeme pri 37 °C.

Pozitivha reakcia: sledujeme rast.

— Rast v 7 %-nom roztoku chloridu sodného (Ramamurthi, 1959)

Médium:
Zivny roztok Difco bacto (€. 0003) 8 g
Na(l 70 g
Destilovana voda 11

ZamieSame, rozpustime a rozlejeme do 6 ml skiimaviek.
Sterilizujeme pocas 15 mindt v autokldve pri teplote 121 °C.
Pozitivna reakcia: sledujeme rast.

— Hydrolyza Zelatiny (Lelliott, Billing & Hayward, 1966)

Médium:
Zelatina Difco bacto (¢. 0143) 120 g
Destilovand voda 11

ZamieSame, rozpustime a rozlejeme do 6 ml skiimaviek.
Sterilizujeme pocas 15 mintit v autokléve pri teplote 121 °C.

Pozitivna reakcia: skvapalfiovanie Zelatiny aj pri 5 °C po 30 mindtach.
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— Hydrolyza skrobu
Médium:
Zivny agar Difco bacto (roztopeny) 11
Rozpustny $krob Difco bacto (¢. 0178) 2g

ZmieSame a pocas 10 mindt v autokldve sterilizujeme pri 115 °C.
Rozlejeme na platnicky, bodovo naockujeme.
Po dobrom raste (10 az 20 dni) ¢ast prirastku odstrdnime a zalejeme jédovou tinktirou podla Lugola.

Pozitivna reakcia: hydrolyza Skrobu je signalizovand ¢irymi plochami pod a okolo baktériovej kultiiry, ostatok média
ostdva purpurovy.

— Aktivita eskulin-hydrolizy (Sneath & Collins, 1974)

Médium:
Pepton Difco bacto 10 g
Eskulin 1g
Citran Zelezity 0,05 g
Citran sodny 1g
Destilovand voda 11

Zlozky zmieSame, aby sa rozpustili a roztok po objemoch 6 ml rozdelime do skimaviek. Sterilizujeme pocas 10
minit v autokldve pri 115 °C.

Médium je &ire, md vSak modra fluorescenciu.

Pozitivna reakcia: hydrolyzu eskulinu dokazuje vyvoj hnedého sfarbenia, spolu s miznutim fluorescencie, ¢o sa
kontroluje pod ultrafialovou lampou.
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PRILOHA I

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

— vietky hluzy alebo rastliny, z ktorych sa odoberali vzorky, ak je to mozné a
— akykolvek zostdvajtci vyluh a dodato¢ne pripravené podlozné sklicka z imunofluorescen¢ného testu,

az kym sa tento postup neukondi.

2. V pripade pozitivneho potvrdenia tohto organizmu, mali by sa uchovat alebo primeranym spésobom zakonzervovat:
— materidly uvedené v bode 1 a
— vzorka infikovanych rastlin baklazdnu naockovanych vyluhom z hliz alebo rastlin a
— izolované kulttiry tohto organizmu,

a to pocas najmenej jedného mesiaca po ozndmeni vykonanom podla ¢ldnku 5 odsek (2).
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PRILOHA 11

1. Pri stanoveni pravdepodobného rozsahu kontamindcie podla ¢lanku 5 odsek (1) b) by sa mali zvazit nasledujice
prvky:

— hluzy a rastliny pestované na mieste produkcie oznacenom v zmysle ¢ldnku 5 odsek (1) a) za kontaminované,

— miesta produkcie alebo budovy, vyrobnym spdsobom spojené s hluzami alebo rastlinami, oznacenymi v zmysle

¢lanku 5 odsek (1) a) za kontaminované vratane tych, ktoré s nimi uzivaji spolo¢nd mechaniziciu alebo vyrobné
zariadenia, a to bud priamo, alebo prostrednictvom spolo¢ného dodévatela,

hluzy alebo rastliny vypestované v miestach produkcie, spomenutych v predchddzajiicom odseku alebo naché-
dzajtice sa na takychto miestach produkcie v obdobi, ked sa v budovach alebo na miestach produkcie nachddzali
hluzy alebo rastliny oznacené v zmysle clanku 5 odsek (1) a) za kontaminované,

ustredné sklady, v ktorych dochddza k manipuldcii so zemiakmi, z vy3Sie spomenutych miest produkcie,

akdkolvek mechanizdcia, vozidlo, niddoba, sklad alebo ich jednotka a akykolvek iny predmet vritane obalového
materidlu, ktory sa mohol dostat do styku s hluzami alebo rastlinami oznacenymi v zmysle ¢lanku 5 odsek (1) a)
za kontaminované, a to v priebehu predchddzajiucich 12 mesiacov alebo pocas obdobia, ked by sa mohol
prejavit ich vplyv,

akékolvek hluzy alebo rastliny, ktoré sa skladovali alebo sa dostali do styku so stavbami alebo predmetmi, uvede-
nymi v predchddzajicom odseku, a to pred ich vycistenim alebo dezinfekciou,

zahfna na zdklade testovania v zmysle ¢lanku 6, hluzy alebo rastliny rovnakého klonového povodu ako hluzy
alebo rastliny oznacené v zmysle ¢clanku 5, odsek (1) a) za kontaminované, ktorych vysetrenie naznacuje ich
pravdepodobnt kontaminaciu.

2. Pri stanoveni pravdepodobného rozsirenia podla ¢ldnku 5 odsek (1) c) by sa mali zvézit nasledujice prvky:
— blizkost inych miest produkcie, v ktorych sa pestujti zemiaky alebo iné hostitelské rastliny,
— spolo¢né uzivanie zdsob zemiakovej sadby.

3. Podrobnosti ozndmenia uvedeného v prvom odstavci ¢ldnku 5 (2), musia obsahovat nasledujice:

— pre akdkolvek zdsielku alebo partiu zemiakov oznacent za kontaminovand, osvedcenia predpisané ¢lankom 7

alebo 8 smernice 77/93[EHS, rastlinny pas alebo registracné ¢islo,

— pri zdsobach zemiakovej sadby meno odrody, ak je to mozné vo vietkych pripadoch,
— popis zdkladnych tidajov predmetnej kontamindcie a vyznacenie bezpe¢nostného pdsma,

— dostupnost vyluhu, pripravenych prepardtov na podloznych sklickach pre imunofluorescenéné testy, infikovany

rastlinny materidl baklazdnov a izolovant kultdru tohto organizmu z tych testov, kde sa dospelo k pozitivnemu
potvrdeniu tohto organizmu.
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4.1.

PRILOHA IV

V ¢clanku 7 (1) uvedené opatrenia vykonané pod tradnym dozorom s cielom znicit hluzy alebo rastliny oznacené
v zmysle ¢lanku 5 (1) a) za kontaminované, musia byt:

— priemyselne spracované, a to priamou a bezprostrednou doddvkou spracovatelskému zdvodu vybavenému
primeranym odpadovym hospodérstvom, pre ktoré sa stanovilo, Ze neexistuje Ziadne identifikovatelné riziko
Sirenia tohto organizmu, ktoré je vybavené systémom dezinfekcie skladovacich priestorov a odchddzajicich
vozidiel,

— iné, a to pod podmienkou, Ze sa stanovilo, Ze neexistuje Ziadne identifikovatelné riziko Sirenia tohto orga-
nizmu; takéto opatrenia sa musia ozndmit Eurdpskej komisii a ostatnym ¢lenskym $tdtom spolocenstva.

Primeranym a pod kontrolou zodpovednych tradnych orgdnov ¢lenského $tdtu spolocenstva vykonanym vyuzitim
alebo likviddciou hltiz alebo rastlin oznacenych v zmysle ¢linku 5 odsek (1) b) za pravdepodobne kontaminované,
o ktorych pojedndva ¢ldnok 7 odsek (2) sa rozumie:

— pouzitie zemiakov ako konzumnych, zabalenych a priamo dodanych na pouzitie bez opitovného vybalenia
alebo

— pouzitie na priemyselné spracovanie a ich urCenie na priame a bezprostredné dodanie spracovatelskému
zdvodu vybavenému primeranym odpadovym hospodédrstvom a moznostami na dezinfekciu, alebo

— niektory iny sposob pouzitia alebo likvidicie pod podmienkou, Ze sa stanovi, Ze neexistuje identifikovatelné
riziko $irenia tohto organizmu.

Pod primeranym postupom Cistenia a dezinfekcie predmetov, o ktorych pojedndva clanok 7 odsek (3), sa rozumie
ten, pre ktory je stanovené, Ze neexistuje identifikovatelné riziko Sirenia tohto organizmu a Ze sa pouZije pod
dohladom zodpovednych tradnych orgdnov clenského 3ttu spolocenstva.

Do radu opatreni, ktoré ¢lenské staty spolocenstva v rdmci bezpe¢nostného pasma vyznaceného v zmysle ¢lanku
5 odsek (1) ¢), o ktorom pojedndva ¢lanok 7 odsek (4) je zahrnuté nasledujtice:

na miestach produkcie oznacenych v zmysle clanku 5 odsek (1) a) za kontaminované:

a) na poli ozna¢enom v zmysle ¢ldnku 5 odsek (1) a) za kontaminované, bud:
i) — v priebehu najmenej troch rokov pestovania po roku oznacenej kontamindcie,

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

— nesmu sa vysddzat Ziadne hluzy, rastliny a pravé semend zemiaka alebo inych, prirodzene sa vyskytu-
jucich hostitelskych rastlin tohto organizmu alebo inych plodin, pri ktorych existuje identifikovatelné
riziko prezitia ¢i $irenia tohto organizmu, kym toto pole nie je bez vyskytu samovysadenych rastlin
zemiaka pocas asponl dvoch po sebe nasledujicich pestovatelskych rokov,

— v prvom roku pestovania zemiakov, nasledujicom po obdobi uvedenom pod predchddzajicou zardzkou,
sa smie vysadzat len tradne uznand zemiakovt sadbu a z neho pochddzajice zemiaky urcia len na
spotrebu ¢i priemyselné spracovanie a musi sa vykondvat tradny prieskum, podrobne popisany ¢lankom
2 odsek (1),

— v roku pestovania zemiakov nasledujicom po obdobi uvedenom pod predchddzajicou zardzkou a po
primeranom osevnom postupe sa smie vysddzat len tradne uznand zemiakovd sadba a z nej pochddza-
jlice zemiaky smu byt urcené bud na vyrobu sadby, alebo na spotrebu ¢i priemyselné spracovanie a musi
sa vykondvat dradny prieskum podrobne popisany ¢lankom 2 odsek (1) alebo

ii) — pocas Styroch pestovatelskych rokov nasledujicich po roku, ked sa vyskytla kontamindcia,

— sa musia prijat opatrenia na likviddciu samovysadenych rastlin zemiaka a inych, prirodzene sa vysky-
tujticich hostitelskych rastlin tohto organizmu a

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

— v roku pestovania zemiakov nasledujicom po obdobi uvedenom pod predchddzajicou zardzkou a po
primeranom osevnom postupe sa smie vysddzat len tradne uznand zemiakovd sadba a z nej pochddza-
juce zemiaky smua byt uréené bud na vyrobu sadby, alebo na spotrebu, ¢i priemyselné spracovanie
a musi sa vykondvat Gradny prieskum, podrobne popisany ¢lankom 2 odsek (1);
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b) na ostatnych poliach:
— pocas pestovatelského roku nasledujiceho po roku oznacenej kontamindcie:

— sa bud nesm vysddzat Ziadne hluzy, rastliny a pravé semend zemiaka alebo inych, prirodzene sa vysky-
tujiicich hostitelskych rastlin tohto organizmu a musia sa prijat opatrenia na likviddciu samovysadenych
rastlin zemiaka, alebo

— sa smie vysddzat len Gradne uznand zemiakova sadba a z nej pochddzajiice zemiaky sa smu pouzit len
na spotrebu alebo priemyselné spracovanie, a to pod podmienkou, ze zodpovednym tiradnym orgdnom
sa uspokojivym sposobom dokdze odstranenie rizika objavenia sa samovysadenych rastlin zemiaka
druhych, prirodzene sa vyskytujticich hostitelskych rastlin tohto organizmu,

— pocas najmenej dvoch rokov nasledujicich po obdobi, popisanom pod predchddzajicou zardzkou, sa smie
vysddzat len dradne uznand zemiakovd sadba a z nej pochddzajiice zemiaky smi byt urcené ako na vyrobu
sadby, tak aj na spotrebu ¢i priemyselné spracovanie,

— v kazdom z pestovatelskych rokov popisanych pod predchddzajiicimi zardzkami sa musia prijat opatrenia
na odstrinenie samovysadenych rastlin zemiaka alebo inych, prirodzene sa vyskytujticich hostitelskych
rastlin tohto organizmu a musi sa vykondvat tradny prieskum podrobne popisany ¢lankom 2 odsek (1),

— v pripade vysddzania tiradne uznanej zemiakovej sadby ucenej na spotrebu alebo priemyselné spracovanie,
v pestovatelskom roku nasledujiicom po roku oznacenej kontamindcie pestovand plodina sa v primeranom
¢ase musi prehliadat a samovysadené rastliny zemiaka musia byt testované na pritomnost tohto organizmu;

¢) bezprostredne po oznacenej kontamindcii v zmysle ¢lanku 5 odsek (1) a) a v kazdom z nasledujtcich pestova-
telskych rokov az po obdobie roku prvého povoleného pestovania zemiakov na poli oznacenom v zmysle pism.
a) tohto odseku za kontaminované, sa vetka mechanizacia a skladovacie priestory v mieste produkcie alebo
v jeho rdmci zapojené do vyroby zemiakov, podla potreby musia podla primeranych postupov uvedenych
v odseku 3 tejto prilohy, ocistit a dezinfikovat;

d) v tych vyrobnych systémoch, v ktorych je mozné Gplne nahradenie pestovatelského substratu,

— sa nesmu vysddzat Ziadne hluzy, rastliny alebo semend, okrem pripadu, Ze sa vyrobnd jednotka podrobila
pod dradnym dohladom vykonanym opatreniam elimindcie tohto organizmu a odstrdnenia akéhokolvek
rastlinného materidlu, patriaceho do rodu zemiak alebo celade Iulkovitych vrdtane aspon tplnej vymeny
pestovatelského substratu, vycistenia a dezinfekcie vyrobnej jednotky a vsetkého vybavenia a Ze tejto
vyrobnej jednotke bol zo strany zodpovednych tradnych orgdnov udeleny stihlas na pestovanie zemiakov a

— produkcia zemiakov sa musi uskuto¢iovat z Gradne uznanej zemiakovej sadby alebo z minihliz, prip.
minirastlin pochddzajicich z testovanych zdrojov;

4.2. v rdmci vyznaCeného bezpe¢nostného pasma, bez ujmy na opatreniach podrobne opisanych v odseku 4.1 tejto
prilohy, st ¢lenské stity spolocenstva povinné:
a) be?]prostredne po oznacenej kontamindcii a v priebehu najmenej troch vegetacnych obdobi po nej nasleduji-
cich:
— zabezpecit zo strany svojich zodpovednych tradnych orgdnov dozor nad podnikmi pestujiicimi zemiaky
a skladujicimi zemiakové hluzy a manipulujicimi s nimi, ako aj podnikmi poskytujicimi zemiakdrsku
mechanizaciu dodévatelskym sposobom,
— vyzadovat, aby sa podla primeranych postupov Cistila a dezinfikovala zemiakdrska mechanizicia a podla
potreby aj jej skladovacie priestory tak, ako je to uvedené v odseku 3 tejto prilohy,
— vyzadovat, aby sa v rdmci tohto pdsma vysddzala len tradne uznand zemiakové sadba,
— vyzadovat, aby sa vo vietkych podnikoch v rdmci tohto pdsma s hluzami zemiaka, uréenymi na dalsie vysd-
dzanie, nardbalo oddelene od ostatnych,
— v zmysle ¢ldnku 2 odsek (1) vykondvat dradné prieskumy;

b) v priebehu primeraného obdobia a podla potreby zaviest program vymeny vietkého sadbového materidlu
zemiaka.

Opatrenia zavedené v zmysle odseku 4.2 tejto prilohy, spolu s registriciou ¢isiel vyrobcov, spolo¢nych skladov
a rozvoznych stredisk v rdmci vyznaceného bezpecnostného pdsma, sa kazdoro¢ne musia oznamovat ostatnym
¢lenskym 3tdtom spolocenstva a Komisii.





