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VYHLASKA
ze dne 19. srpna 2008,
kterou se méni vyhlaska & 331/2004 Sb., o opatienich k zabezpeéeni ochrany

proti zavlékini a §ifeni ptivodce bakteriilni krouzkovitosti bramboru
a puvodce bakteriélni hnédé hniloby

Ministerstvo zem&délstvi stanovi podle § 88
odst. 2 zékona &. 326/2004 Sb., o rostlinolékafské pééi
a o zméné n&kterych souvisejicich zikond, ve znéni
zikona & 131/2006 Sb. a zikona &. 249/2008 Sb., (dile
jen ,zikon“) k provedeni § 71 odst. 1 pism. h) zdkona:

ClL1

Vyhlaska & 331/2004 Sb., o opatfenich k zabezpe-
&eni ochrany proti zavlékéni a 3ifeni piivodce bakte-
ridlni krouZzkovitosti bramboru a pivodce bakteridlni
hnédé hniloby, se méni takto:

1. § 1 v&etné poznimky pod &arou & 1 zni:

”§ 1

Piedmét dpravy

Tato vyhldska zapracovivd pfisluiné pfedpisy
Evropskjch spoleenstvi') a upravuje opatfeni, kterd
se uplatiiuji na Gzemi Ceské republiky proti $ifeni Cla-
vibacter michiganensis (Smith) Davis et al. subsp. sepe-
donicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al, pi-
vodci bakteriilnf krouZkovitosti bramboru, a Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., piivodci bakte-
ridlni hnédé hniloby, aby se

a) zabrénilo vyskytu a ¥ifeni,

b) zjistilo misto vyskytu a rozsah rozsifeni a

¢) pfi zji$téni vyskytu se zabranilo jejich §ifeni a pro-
vadéla se ochranni opatfeni s cilem jejich eradi-
kace.

!y Sm&mice Rady 93/85/EHS ze dne 4. ffjna 1985 o ochrang
proti bakteriilni krouZkovitosti bramboru.
Smérnice Rady 98/57/ES ze dne 20. Eervence 1998 o ochrané
proti Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
Smérnice Komise 2006/56/ES ze dne 12. &ervna 2006, kte-
rou se méni pilohy smérnice Rady 93/85/EHS.
Smérmice Komise 2006/63/ES ze dne 14. &ervence 2006,
kterou se méni pfilohy II aZ VII smérnice Rady 98/57/ES..

2. V § 2 pism. k) bodu 1 se na konei textu bodu 1
dopliiuji slova ,,v pfipadé rajéete rostliny, které vyrost-
ly ze stejné partie osiva,”“.

3. V § 3 odst. 2 pism. a) poznimka pod &arou &. 2
znf:

»2) § 2 odst. 1 pism. b) zdkona & 219/2003 Sb., o uvidéni do
obghu osiva a sadby péstovanych rostlin a 0 zméné n&kte-
rych zikond, ve znéni pozdgjsich predpist.”.

4. V § 3 odst. 4 pism. a) se slovo ,bramboru“ na-
hrazuje slovem ,,bramboru?)*.

5. V § 4 odst. 2 poznimka pod &arou &. 3 zni:

»2) § 31 odst. 2 vyhlasky & 215/2008 Sh., o opatfenich proti
zavlékani a rozSifovani Skodlivych organismi rostlin a rost-
linnych produktd.”.

6. V § 6 odst. 1 se slovo ,materidlu® nahrazuje
slovem ,materidlu?),“.

7. V § 7 odst. 1 pismeno b) zni:
”b)

partie hostitelskych rostlin oznadend jako pravdé-
podobné zamofeni podle § 5 odst. 1 pism. b) smi
byt pouZita pod dohledem rostlinolékafské sprivy
zplsobem uvedenym v bodé& 2, popfipadé 3 pfi-
lohy &. 4, pokud rostlinolékafski spriva pfedem
ovéfi, Ze neexistuje rozpoznatelné riziko rozsifeni
pivodce krouZkovitosti nebo plivodce hnédé hni-
loby a Ze jsou splnény poZadavky na zneSkodfio-
vani odpadd, stanovené v pfiloze &. 5, v pfipadé
primyslového zpracovini této partie, a pokud
nenf tato partie na zdkladé vysledku testovini klo-
nové pfibuznych partii hostitelskych rostlin podle
§ 6 oznalena jako zamofeni podle § 5 odst. 1
pism. a),“.

8. V § 8 odst. 2 pism. a) poznimka pod &arou &. 4

zni:

»7) § 2 odst. 1 pism. o) zdkona & 219/2003 Sb., o uvidéni do
obghu osiva a sadby péstovanych rostlin a 0 zméné n&kte-
rych zikond, ve znéni pozdgjsich predpist.”.

9. V § 8 odst. 2 pism. c) se za slova ,nebo pfed-
stupfiti,“ vklddaji slova ,nebo viech partii rozmnoZo-
vactho materidlu bramboru uréenych k mnoZeni v ni-
sledujicim roce,”.

10. P#iloha &. 1 znf:
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JPfiloha & 1 k vyhlasce &. 331/2004 Sb.

A. METODY DIVAGN(')ZY, DETEKCE A IDENTIFIKACE
PUVODCE KROUZKOVITOSTI

PredloZené postupove diagramy popisuji rizné postupy, ktere jsou soucasti:

1) diagndzy krouZzkovitosti v hlizach bramboru a rostlinach bramboru,

1) detekce Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ve vzorcich hliz bramboru
a rostlin bramboru,

ii1) 1identifikace Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

OBECNE ZASADY

Optimalizované protokoly pro riizné metody, validovana ¢inidla a podrobnosti pro ptipravu
testovanych a kontrolnich materialil jsou uvedeny v dodatcich. Seznam laboratofi, které se
podilely na optimalizaci a validaci protokolt, je v dodatku ¢.1.
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Protoze protokoly obsahuji zjiSténi karanténniho organismu a zahrnuji pouziti
zivotaschopnych kultur Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus jako kontrolnich
materiald, je nutné pracovat za vhodnych karanténnich podminek s odpovidajicim zafizenim
na odstratiovani odpadii a za podminek prisluSnych povoleni vydanych rostlinolékaiskou
spravou.

Testovaci parametry musi zajistit stdlé a reprodukovatelné zjiSténi Grovni Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus jako stanovené prahy vybranych metod.

Zcela nezbytna je piiprava pozitivnich kontrol.

Testovani podle poZzadovanych prahli také zahrnuje spravné nastaveni, udrzbu a kalibraci
zatizeni, peclivé zachazeni s Cinidly a jejich uchovavani a vSechna opatfeni pro zamezeni
kontaminace mezi vzorky, napi. oddéleni pozitivnich kontrol od testovanych vzorkd. Musi
byt uplatnéno standardni fizeni kvality, aby se zabranilo administrativnim a jinym chybam,
zvlasté pii oznacovani a v dokumentaci.

Podezteni zvyskytu, jak je uvedeno v § 4 odst.l, naznauje pozitivni vysledek
z diagnostickych nebo screeningovych testii provedenych na vzorku, jak je zndzornéno v nize
uvedenych postupovych diagramech.

Pokud je prvni screeningovy test (IF nebo PCR/FISH) pozitivni, existuje podezireni na infekci
puvodcem krouZkovitosti a musi byt proveden druhy screeningovy test. Pokud je i1 druhy
screeningovy test pozitivni, pak je podezieni z vyskytu potvrzeno a musi se pokralovat
v testovani podle daného schématu. Pokud je druhy screeningovy test negativni, pak vzorek
neni povazovan za infikovany piivodcem krouzkovitosti.

7 toho diivodu je pozitivni IF test podle § 4 odst. 1 definovan jako pozitivni vysledek IF testu
potvrzeny druhym screeningovym testem (PCR/FISH).

Potvrzena ptitomnost vyzaduje izolaci a identifikaci Cisté kultury Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus s potvrzenim patogenity.

1. Pouziti postupovych diagramu

1.1. Postupovy diagram pro diagnézu bakterialni krouzkovitosti v hlizich bramboru a
v rostlinich bramboru vykazujicich priznaky bakterialni krouzkovitosti

Postup testovani je urfen pro hlizy a rostliny bramboru s podezienim z vyskytu nebo
typickymi pfiznaky krouzkovitosti. Zahrnuje rychly screeningovy test, izolaci patogenu
z infikovaného vodivého pletiva na diagnostickém médiu a v pifipad¢ pozitivniho
vysledku 1dentifikaci kultury Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.
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podezfelymi z visskytu bakterialn? krouZkovitosti (%)

<>—-—-—-—-—( RYCHLE DIAGNOSTICKE TESTY () J

( 1ZOLACE VODIVEHO PLETIVA (%) )

[ Hliza/hlizy nebo rostlinafrostliny bramboru s pflznaky J

( Kolonie s typickou morfologit (%) )

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

( Ziskani cisté kultury )

( IDENTIFIKACN] TESTY (%) }——<>—{ TEST PATOGENITY () j

[ Dhba testy potvrzuji Sistou kalturu C. . subsp. )

sepedonicus
’ Vzorek neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

Vzorek je infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

(1) Popis pfiznaku je v oddile 2.

(2) Vhodné testy jsou: - IF test (oddil 4),

- PCR test (oddil 6),
- FISH test (oddil 5).

(3) Ackoli izolace patogena z rostlinného materidlu s typickymi pifznaky roztirdnim suspenzi na média neni
komplikovana, kultivace v pokrodilych stadiich infekce se nemusi podafit. Saprofytické bakterie, které
rostou na infikovaném pletivu, mohou piertist nebo potladovat patogena na izolatnim médiu. Proto se
doporucuje pouzivat neselektivni i selektivni média, nejlépe MTNA (oddil 8) nebo biotest (oddil 7).

(4) Popis typické morfologie kolonie je v oddile 8.

(5) Pokud je izola¢ni zkouska negativni, ale ptiznaky choroby jsou typické, musi byt izolace provedena znovu.

(6) Spolehlivé identifikace €isté kultury Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus se dosadhne za pouziti
testd uvedenych v oddilu 9.

(7) Zkouska patogenity je popsana v oddile 10.
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1.2. Postupovy diagram pro diagnézu bakteridlni krouzkovitosti ve vzorcich
bezpiiznakovych hliz bramboru

Postup testovani je urcen ke zjisténi latentnich infekci v hlizach bramboru. Pozitivni
vysledek znejméné dvou screeningovych testl, znichz kazdy je zalozen na jiném
biologickém principu, musi byt doplnén izolaci patogena, a nasledné, v ptipad¢ izolace
typickych kolonii, potvrzenim, Ze Cista kultura je Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus. Pozitivni vysledek pouze jednoho screeningového testu neni dostacujici
k tomu, aby byl vzorek povazovan za podeziely.

Screeningové a izolaéni testy musi umoznit detekéni prah 10° az 10 bundk/ml
resuspendované pelety zahrnuty jako pozitivni kontroly v kazd¢ sérii testu.
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( Yrorek hliz bramboru {1 )
i
( Extrakoe a koncentrace patogenu (%) )

|
[ SCREENINGOVE TESTY VODIVEHO PLETIVA (%) ]

IF test ('Y/PCR test F)FISH test (%)

( Prvni vydetfovaci test (%) )

C. m. subsp. sepedonicus nebyl 2jisén
vzorek neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

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

L

( Selektivni izolace {7} a biotest (%}

i
( Kolenie s typickou morfolagil (%) ]

€. m. subsp, sepedonicus nebyl 2jistén
vzorgk neni infikovan
C. m. subsp. sepedonicus

( Zigkani &lsté kultury )

( IDENTIFIKACNI TESTY (") TEST PATOGENITY (%) )

( Oba testy potrzuji Sistou kuituru ]

. m. subsp. sepedonicus

Vzorek neni infikovan
€. m. subsp. sepedonicus

Vzaorek je infikovan
C. m. subsp. sepedonicus
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(D

(2)
(3)

S

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

Standardni velikost vzorku je 200 hliz, ackoli postup lze pouZit i na mensi pocet, jestlize 200 hliz neni
k dispozici.

Metody extrakce a koncentrace patogena jsou popsany v oddilu 3.1.

Pokud jsou alespoil dva testy zaloZzené na rtiznych biologickych principech pozitivni, musi byt provedena
izolace a potvrzeni. Provede s¢ ngjméng jeden screeningovy test. Pokud je tento test negativni, je vzorek
povaZovan za negativni. V pfipadég, Ze je tento test pozitivni, je pro ovéfeni prvniho pozitivniho vysledku
nezbytny jedté jeden nebo vice screeningovych testii zaloZzenych na rliznych biologickych principech.
Pokud je druhy nebo dalsi test negativni, je vzorek povazovan na negativni. Dalsi testy nejsou nutné.

Test imunofluorescence (IF).

Pro vySetieni IF se vzdy pouzije polyklonalni protilatka, dalsi monoklonalni protilatky umoZzni vétsi
piesnost (viz oddil 4).

PCR test.

Pouziji se vhodnd validovand PCR ¢inidla a protokoly (viz oddil 6).

FISH test.

Pouziji se validovana ¢inidla a protokoly (viz oddil 5).

Selektivni izolace.

Toto muze byt v mnoha pfipadech vhodna metoda pro ptimou izolaci Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus za pouzitit MTNA média nebo NCP-88 média a tfedéni resuspendované pelety 1/100. Typické
kolonie 1ze ziskat béhem 3-10 dni po rozetfeni na médium. Kulturu patogena lze nasledné vycistit a
identifikovat. Pro Gplné vyuziti potencialu test vyzaduje opatmou piipravu pletiva z pupkové ¢asti, aby se
omezily sekundami bakterie, které jsou konkurenci Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus na
médiu a které mohou patogena prerist. Pokud se kultivaéni metoda takto nepodaii, musi byt izolace
provedena z rostlin pouZitych pro biotest (viz oddil 8).

Biotest se pouziva kizolaci Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus z pelet bramborovych extrakti
pomoci selektivniho obohaceni v rostlindch lilku vejcoplodého (Solanum melongena). Test vyzaduje
optimalni inkuba¢ni podminky stanovené pro tuto metodu. Bakteridlni inhibitory Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus na MTNA nebo NCP-88 médiu pravdépodobné tento test naruovat
nebudou (viz oddil 7).

Typicka morfologie kolonie je popsana v oddilu 8.

(10) Kultivace nebo biotesty mohou selhat z diivodii konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi.

Pokud jsou vysledky screeningovych testil pozitivni, ale izola¢ni testy negativni, opakuji se izola¢ni testy
ze stejné pelety nebo dodateénym odebranim vodivého pletiva z blizkosti pupkového konce hliz stejného
vzorku a v piipad¢€ potieby se provede test dal§ich vzorkii.

(11) Spolehliva identifikace ¢istych kultur podezielych na Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus se

dosdhne pouzitim test popsanych v oddilu 9.

(12) Test patogenity je popsan v oddilu 10.
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1.3. Postupovy diagram pro diagnézu bakteridlni krouzkovitosti
bezpriznakovych rostlin bramboru

Ve

vzorcich

( Vzorek Sastl stonku (')

)

( Extrakoe a konnentrace patogenu (%)

SCREENINGOVE TESTY VODIVEHO PLETIVA (%
selektivnl izolace (*VIF test (SYPCR tost (F)FISH test (1)
nepovinny pomocny test: biotest (%

) . P
[ Kolonie s typa;kﬂzs Wﬁg%@i & Viechny provedensé )
e izolac ! G (

C. m, subsp. sepadonicus nebyl Zjiglén
Vzorek neni infikovan
. m. subsp. sepedonicus

( Ziskant tisté kultury )

( IDENTIFIKACNI TESTY () )—<>—( TEST PATOGENITY (") )

( Oba tesly potvrauji Sistou kultury ]

C. m. subsp. sepadonicus

Vzarek nend infikovan
€. m. subsp. sepedonicus

Vzorek je infikovan
€. m. subsp. sepedonicus

(1) Doporucené velikosti vzorkl — viz oddil 3.2.
(2) Metody extrakce a koncentrace patogena jsou popsany v oddilu 3.2.

(3) Pokud jsou alespofi dva testy zaloZené na riznych biologickych principech pozitivni, musi byt provedena
izolace a potvrzeni. Provede se ngjméné jeden screeningovy test. Pokud je tento test negativni, je vzorek
povazovan za negativni. V ptipadg€, Ze je tento test pozitivni, je pro ovéieni prvniho pozitivniho vysledku
nezbytné provedeni druhého nebo vice screeningovych testd zaloZzenych na riznych biologickych
principech. Pokud je druhy nebo dalsi test negativni, je vzorek povaZovan za negativni. DalSi testy nejsou

nutné.
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(4) Selektivni izola¢ni test a typicka morfologie kolonie jsou popsany v oddilu 8.

(5) IF test je popséan v oddilu 4.

(6) PCR test je popsan v oddilu 6.

(7) FISH test je popsan v oddilu 5.

(8) Biotest je popsan v oddilu 7.

(9) Kultivace nebo biotest mohou selhat z divodii konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Pokud
jsou vysledky screeningovych testll pozitivni, ale izolacni testy jsou negativni, opakuji se izolacni testy a
v piipadé potfeby se provede test dalSich vzorka.

(10) Spolehlivé identifikace Cistych kultur, u kterych je podezieni, ze se jedna o Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus, se dosahne pomoci testit popsanych v oddilu 9.

(11) Test patogenity je popsan v oddilu 10.

2. Vizualni vySetieni na pFitomnost piiznaki krouzkovitosti
2.1. Rostliny bramboru

V evropskych klimatickych podminkach se pfiznaky na poli zjisti jen zfidkakdy a
Casto pak az na konci sezony. Kromé toho jsou pfiznaky skryt€é nebo se zaméni
s pfiznaky jinych chorob, stafi nebo mechanickych poSkozeni. Proto mohou byt
pfiznaky pfi kontrole na poli snadno prehlédnuty. Pfiznaky vadnuti jsou velmi odlisné
od pfiznakl hn&€dé¢ hniloby; vadnuti je obvykle pomalé a zpo&atku omezené na okraje
listi. Mladé infikované listy Casto 1 pifes infekci nadale rostou, 1 kdyz rist
v infikovanych mistech je omezeny. Tim vznikaji neobvykle tvarované listy. Listy
postizené ucpanim vodivych pletiv na spodni ¢asti stonku ¢asto maji chlorotické,
zluté az oranzové meziZeberni partie. Infikované d€lozni listky, listy a dokonce
stonky mohou eventualng odumiit. Casto jsou listy a hlizy pouze mensi. Pfilezitostng
jsou rostliny zakrnélé. Barevné snimky fady pfiznakll jsou na internetové strance
http://forum europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.

2.2. Hlizy bramboru

Nejrané)Simi priznaky jsou slabd sklovitost nebo prisvitnost pletiva bez méknuti
vokoli cévniho systému, zejména blizko pupku. Prstenec svazkli cévnich
na pupkovém konci hlizy miiZze mit nepatrné tmavsi zbarveni nez obvykle. Prvnim
dobfie identifikovanym ptfiznakem je Zlutavé zabarveni prstence cévnich svazki a stav,
kdy ptfi jemném zmacknuti hlizy vystupuji z cév sloupky syrovité hmoty. Tento
exsudat obsahuje miliony bakterii. Vodiva pletiva mohou zhnédnout a ptiznaky na
hlizach jsou v tomto stadiu podobné pifiznakiim hnéd¢ hniloby zplsobené Ralstonia
solanacearum. Zpocatku mohou byt tyto pfiznaky omezeny na jednu cast prstence,
nemusi se vyskytovat jen blizko pupkové casti a mohou se postupné §itit na cely
prstenec. S postupem infekce dochazi k destrukcei vodivych pletiv: vn€jsi korova Cast
se muze oddélit od vnitini korové Casti. V pokrocilych stadiich infekce se objevuji
na povrchu hlizy praskliny, Casto s cervenohnédymi okraji. V posledni dobé se
v Evropé objevilo n€kolik pfipadi, kdy stfedni kira hnije s prstencem svazku
cévnich, ¢imZ dochazi k druhotnému poskozeni se vznikem wvnitfnich dutin a
nekrozy. Druhotna houbovéa nebo bakteridlni infekce mulze ptiznaky maskovat a
mize byt obtizné, ne-li nemozné, rozlisit pokrocilé ptiznaky krouzkovitosti od jinych
hnilob bramboru. Mozné jsou i atypické pfiznaky. Barevné snimky tady ptiznakt
jsou na internetové strance http://forum.europa.eu.int/ Public/irc/sanco/Home/main.
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3. Priprava vzorku

3.1. Hlizy bramboru

Poznamka;:

Standardni velikost vzorku je 200 hliz na 1 test. Intenzivngj$i vzorkovani vyzaduje
vice testil na vzorcich této velikosti. VEtSi mnozstvi hliz ve vzorku vede k zpomaleni
nebo slozitgsimu vykladu vysledki. Postup vSak lze vhodné pouzit 1 pro vzorky s
mén¢ nez 200 hlizami, pokud je k dispozici mensi mnoZstvi hliz.

Validace vSech niZze uvedenych zjiStovacich metod je zaloZena na testovani vzorki
o velikosti 200 hliz.

Nize popsany bramborovy extrakt lze pouzit také pro zjiSt€ni pivodce hnédé
hniloby, Ralstonia solanacearum.

Nepovinné oSetieni pred pripravou vzorku:

Hlizy se omyji. Pouziji se vhodné¢ dezinfekeni prostiedky (s obsahem chloru, jestlize ma
byt proveden PCR test, pro odstranéni mozné patogenni DNA) a myci prostiedky mezi
kazdym vzorkem. Hlizy se nechaji oschnout na vzduchu. Tento postup myti je obzvlast
uzitecny v ptipad€, Ze je ve vzorku pfili§ zeminy a jestlize se ma provadét PCR test nebo
pfima izolace.

3.1.1.

Pomoci Cistého a dezinfikovaného skalpelu nebo nozem ¢i Skrabkou na brambory se
odstrani slupka na pupkovém konci kazd¢ hlizy. Opatré se vytiznou konické
vykrojky vodivého pletiva z pupkovych koncli brambor. Na minimum se omezi
nadbytecna Cast pletiva nezahrnujici cévni svazky. Po odebrani musi byt vykrojky
z pupkovych konci zpracovany do 24 hodin nebo konzervovany pii -20 °C po dobu
nejdéle dvou tydnui.

Vsechny hlizy s podezielymi ptiznaky bakterialni krouZkovitosti se daji stranou
a testuji se oddéleng.

Pokud jsou pi1 vyfiznuti vykrojku zpupkového konce zjiStény priznaky
krouzkovitosti, provede se vizudlni vySetfeni této hlizy po nafiznuti hlizy na
pupkovém konci. VSechny natiznuté hlizy s podezielymi piiznaky se nechaji
korkovatét po dobu 2 dni pii pokojové teplot€ a uchovavaji se v karanténé pii
teploté 4 — 10 °C az do ukonceni viech testii. VSechny hlizy ve vzorku se uchovavaji
podle pfilohy ¢.2.

Vykrojky z pupkové ¢asti se shromazdi v nepouzitych nadobach na jedno pouziti,
které jsou uzaviratelné a/nebo utésnitelné (v ptipadé, Ze jsou nadoby znovu
pouzivany, musi byt dikladn¢ vyCiStény a dezinfikovany prostiedky s obsahem
chloru). Nejlépe je zpracovat vykrojky z pupkového konce okamzité, pokud to neni
mozné, uchovavaji se v nadobé¢ bez ptidani pufru, v chladu po dobu maximalng
72 hodin nebo pii pokojové teplot¢ maximalné 24 hodin. Schnuti a suberizace
vykrojkil a rist saprofyti v pribéhu skladovani muze branit zjiSténi pfitomnosti
bakterie zpisobujici krouzkovitost.

Vykrojky z pupkového konce se zpracuji jednim z nasledujicich postupu:

a) vykrojky se zaliji dostateCnym mnozstvim (pfiblizné 40 ml) extrakéniho pufru
(dodatek 3) a tiepaji se v rotacni tiepacce (50-100 ot/min) po dobu 4 hodin
pfti teploté nizsi nez 24 °C nebo po dobu 16-24 hodin chlazené;



Strana 4972 Sbirka zikond & 328 / 2008 Castka 107

3.1.7.

nebo

b) vykrojky se homogenizuji s dostateCnym mnoZstvim (pfiblizné¢ 40 ml)
extrakéniho pufru (dodatek 3), bud® v mixéru nebo rozdrcenim v utésnéném
jednorazovém maceraénim sacku za pouziti gumového tlou¢ku nebo vhodného
mleciho zafizeni.

Pozndmka,

Pti homogenizaci vzorkli za pouZiti mixéru existuje vysoké nebezpeti kiizové kontaminace vzorki.
Je mutno udinit bezpecnostni opatieni pro zamezeni vzniku aerosolu nebo rozliti béhem extrakce.
Pro kazdy vzorek musi byt pouzita Cerstvé sterilizovana ostii (noZe) a nadoby. Pokud ma byt pouzit
PCR test, je nutno zamezit pfenosu DNA na nadoby nebo mleci zafizeni, doporuCuje se drceni
v saCcich na jedno pouziti a pouziti zkumavky na jedno pouZziti.

Dekantuje se supernatant. Pokud je nadmérné zakaleny, procisti se bud” pomalym
odstfedénim (pii maximalné 180 g po dobu 10 minut pii teplot€¢ 4-10°C) nebo
vakuovou filtraci (40-100um), filtr se omyje ptidavkem (10 ml) extrakéniho pufiu
(dodatek 3).

Bakterialni frakce se zahusti odstfedovanim pii 7000 g po dobu 15 minut (nebo
10 000 g po dobu 10 minut) pri teplot€ 4-10°C a odstrani se supernatant, aniz by se
rozvitila peleta.

Resuspenduje se peleta v 1,5 ml peletového pufru (dodatek 3). Pouzije se 500 pl pro
test na Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, 500 pl pro Ralstonia
solanacearum a 500 pl pro referencni ucely. Pfida se sterilni glycerol na konecnou
koncentraci 10-25 % (v/v) k 500 pul referenéni pomérné Casti a ke zbyvajici Casti
vzorku, promicha se vifenim a uloZi pti teploté -16 az -24°C (tydny) nebo pfi teploté
-68 a7z -86°C (mé&sice). Extrakty se béhem testovani uchovavaji pti teploté 4-10°C.

Opakované zmrazeni a rozmrazeni se nedoporucuje.

Pokud je nutny transport extraktu, zajisti se pteprava v chladicim boxu do 24 az 48
hodin.

Je nezbytné nutné, aby se se vSemi pozitivnimi kontrolami a vzorky Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus zachézelo oddéleng, aby se pfedeslo kontaminaci.
To plati 1 pro sklicka na [F testy a vSechny testy.

3.2. Rostliny bramboru

Pozndmka:

Pro zjisténi latentnich populaci Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus se doporucuje kontrola
kombinovanych vzork(l. Postup je vhodny pro kombinované vzorky az 200 ¢asti stonkid. (Pokud se
provadi podrobné prizkumy, mély by byt zalozeny na statisticky reprezentativnim vzorku rostlinné
populace, kterd je pfedmétem vysetiovani.)

321

3.2.2.

Pomoci Cistého dezinfikovaného noze nebo zahradnickych nizek se odstrani ¢ast
o velikosti 1-2 cm ze spodni strany kazdého stonku ptimo nad povrchem zemé.

Casti stonku se kratce dezinfikuji etanolem 70 %, okamzité osuSi savym papirem
a shromazduji v uzaviené sterilni nadobg.

Casti stonki se zpracuji jednim z nasledujicich postupi:
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a) Casti se zaliji dostateCnym mnozstvim (pfiblizn€¢ 40 ml) extrakéniho pufru
(dodatek 3) a tfepaji v rotatni tiepacce (50-100 ot/min) po dobu 4 hodin
pti teploté niZsi nez 24 °C nebo po dobu 16-24 hodin chlazené,

nebo

b) Casti se okamZzit€ rozdrti vpevném maceraCnim sacku s pfiméfenym
mnozstvim extrakéniho pufru (dodatek 3) za pouziti gumového tloucku nebo
vhodného mleciho zatizeni. Pokud to neni mozné, skladuji se ¢asti stonkil
v chladu maximaln€ 72 hodin nebo maximaln€ 24 hodin pfi pokojové teploté.

3.2.3. Po usazeni, které ma trvat 15 minut, se dekantuje supernatant.

3.2.4 Dalsi purifikace extraktu nebo koncentrace bakterialni frakce obvykle neni nutna,

ale 1ze ji dosahnout filtraci a/nebo odstfedénim podle popisu v oddilu 3.1.3.-3.1.6.

3.2.5 Cisty nebo koncentrovany vzorkovy extrakt se rozdéli na 2 stejné &asti, Jedna

polovina se udrZzuje b&hem testovani pii teplot¢ 4-10 °C a druha polovina se
skladuje s 10-25 % (v/v) sterilniho glycerolu pi1 teplot€ -16 az -24 °C (tydny) nebo
pti teploté -68 az -86 °C (mésice), pokud je nutn€ dalsi testovani.

IF test

PRINCIP

Doporucuje se pouzit IF test jako hlavni screeningovy test, protoze byla prokazana jeho
schopnost dosahnout poZadovanych prahtl.

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

Pozndmka:
Pokud je IF test pouzivén jako hlavni vySetiovaci test, pouziva se vzdy polyklonalni protilatka. V piipadé
pozitivniho vysledku IF testu s polyklonalni protilatkou muaze byt dalsi vySetfeni vzorku s monoklonalni

rrrrr

Pouzivaji se protilatky proti znamému kmenu ptivodce krouzkovitosti - ATCC33113 (NCPPB 2137) nebo
NCPPB 2140. Doporucuje se urcovat titr pro kazdou novou fadu protilatek. Titr je stanoven jako nejvyssi
fedéni, pfi kterém dochazi k optimalni reakci pii testovani suspenze obsahujici 105 az 106 bunék na 1 ml
homologického kmene piivodce krouzkovitosti a pti pouziti vhodného konjugatu fluorescenéniho
isothiokyanatanu (FITC) podle doporudeni vyrobce. Nezpracované polyklonalni nebo monoklonalni
protilatky by mély mit IF titr alespori 1:2000. B&hem testu by se mély protilatky pouZzivat v pracovnim
fedéni (WD) v blizkosti titru nebo na titru. Pouzivaji se validované protilatky (viz internetovou stranku
http://forum. europa.cu.int/Public/irc/sanco/Home/main ).

Test se provadi na Cerstvé€ pfipravenych vzorkovych extraktech. V pfipad€ potieby mize byt Gsp&iné
proveden na extraktech skladovanych pfi - 68 az - 86 °C v glycerolu. Glycerol 1ze ze vzorku odstranit
ptidanim 1 ml peletového pufiu (dodatek 4), op&tovnym odstfedénim po dobu 15 minut pii 7 000 g
aresuspenzi ve stejném mnozstvi peletového pufru. To ¢asto neni nutné, zejména pokud jsou sklicka se
vzorky fixovana plamenem (viz 4.2).

Ptipravi se oddé€lena pozitivni kontrolni sklicka s homologickym kmenem nebo s jinym
srovnavacim kmenem plivodce krouZkovitosti, suspendovanym ve vyluhu z brambor
podle dodatku 2 a nepovinné v pufiu.
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4.1.

4.2.

4.3.

Pletivo infikované pfirozenou cestou (uchovavané Ilyofilizaci nebo zmrazenim
pii teploté -16 az -24 °C) by se mélo podle moZnosti pouzit jako paralelni kontrola
na stejném podloznim sklicku.

Jako negativni kontroly se pouziji alikvotni casti vzorkovych extraktl, které byly
pfedtim testovany s negativnim vysledkem.

Pouziji se mikroskopicka sklicka s vice okénky, nejlépe s 10 okénky o priméru nejméng
6 mm.

Test kontrolniho materialu se provede stejnym zptisobem jako test vzorku.

Sklicka na test se ptipravi jednim z nasledujicich postupi:

a) Pro pelety s relativné nizkym mnoZstvim Skrobového sedimentu:
Napipetuje se métené standardni mnozstvi (pro okénka o priiméru 6 mm je vhodné
15 pl — pro vétsi okénka objem vyssi) roztoku resuspendované bramborové pelety
1/100 do prvniho okénka. Nasledné se napipetuje stejné mnoZzstvi neziedéné pelety
(1/1) do zbyvajicich okének v fad€. Druhou fadu lze pouZzit jako duplikat nebo pro
druhy vzorek podle obrazku 1.

b) Pro jiné pelety:
Ptipravi se desetinna tedéni (1/10 a 1/100) resuspendované pelety v peletovém
pufru. Napipetuje se mé&tené standardni mnozstvi (pro okénka o priméru 6 mm je
vhodné 15 pl — pro vétSi okénka objem vysS§i) resuspendované pelety 1/100 a
kazdého roztoku do tady okének. Druhou fadu lze pouzit jako duplikat nebo pro
druhy vzorek podle obrazku 2.

Vysusi se kapky pti pokojové teploté nebo zahiatim na teplotu 40 az 45 °C. Bakterialni
burlky se fixuji na sklicko bud’ zahtatim (15 minut pfi teplot€¢ 60 °C), nad plamenem
nebo pomoci 95 % etanolu nebo podle zvlastnich pokynt dodavateli protilatek.

V ptipadé potieby lze potom fixovana sklicka pted dal$im pouzitim skladovat zmrazena
v suchém boxu po co moZna nejkratSi dobu (maximalné 3 mésice).

Postup IF testu:

a) Podle ptipravy skli¢ka na test v oddilu 4.1 pism. a):

Ptipravi se sada dvojnasobnych roztokud protilatky v IF pufru. V prvni jamce by mé¢l
byt titr % (T/2), v ostatnich titr Y4 (T/4), titr %2 (T/2), titr (T) a dvojnasobny titr (27T).

b) Podle ptipravy skli¢ka na test v oddilu 4.1 pism. b):

Ptipravi se pracovni fedéni (WD) protilatky v IF pufru. Pracovni fedéni ovliviiuje
presnost.
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Obrazek 1: Priprava sklicka na test podle oddilu 4.1. pism. a) a oddilu 4.3. pism. a)

Redénf resuspendované pelety

Hioe if1 11 11 1 [} Redéniresuspendované
pelety
(T = titr) T2 T4 Tjz T 2T [ Dvojndsobné Fedeni

antiséralprotilitky

Virorek 1

©ee e e 6
; 5
Duplikdt vzorku 1 nebo
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Obrazek 2: Priprava sklicka na test podle oddilu 4.1. pism. b) a oddilu 4.3 b)
Pragovni fedénf antiséra/protilatky

11 i 1J100 prizdaéprdzdné [T Desetinné fedény
resuspendované pelety

Vzorek 1
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2 2
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4.3.1. Podlozni sklicka se uspofddaji na navlheny papir. Kazdé testovaci okénko se
pokryje kompletné€ fedénim protilatek. MnoZzstvi protilatky na kazdém okénku musi
byt nejméné stejné jako mnozstvi pouzitého extraktu.

Pokud nejsou k dispozici konkrétni pokyny od dodavatele protilatek, postupuje se
nasledovné:

4.3.2. Podlozni sklicka se inkubuji na vlhkém papife pfikrytd po dobu 30 minut pri
pokojové teploteé (18-25 °C).

4.3.3. Setfesou se kapky ze vSech podloznich sklicek a tato se peclivé oplachnou pufrem
[F. Umyji se ponofenim po dobu 5 minut v pufru [F Tween (dodatek 3) a nasledng
v pufru IF. Je tfeba zabranit vzniku aerosolu nebo pfenosu kapicek, které by mohly
zpusobit vzajemnou kontaminaci, a peclivé odstranit piebyteCnou vlhkost jemnym
osusenim.

4.3.4. Sklicka se umisti na vlhky papir. Testovaci okénka se pokryji fedénim konjugatu
FITC, kterym se stanovuje titr. MnoZstvi konjugatu naneseného do okének musi byt
stejn€ jako mnoZstvi pouzité protilatky.

4.3.5. Zakryta sklicka se inkubuji na vlhkém papiru po dobu 30 minut pii pokojové teploté
(18-25 °C).

4.3.6. Kapky konjugatu se setfesou ze sklicek a tato se oplachnou a umyji jako predtim
(4.3.3)).

Opatrné se odstrani pfebyte¢na vlhkost.
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4.3.7.

Napipetuje se 5-10 pl 0,IM fosfatového pufru s glycerolem (dodatek 3) nebo
komer¢ni kryci tekutiny do kazdého okénka a piilozi kryci sklicko.

4.4. Vyhodnoceni IF testu

44.1.

44.2.

4.4.3.

4.4.4.

44.5.

Testovaci sklicka se prohlizeji epifluorescencnim mikroskopem s filtry vhodnymi
pro excitaci FITC pod olejovou nebo vodni imersi pii zvétseni 500x az 1000x.
Zkoumaji se okénka ve dvou navzijem kolmych primérech a kolem obvodu. U
vzorkd s zadnymi nebo malym poctem bun€k se zkouma neymén€ 40 poli
mikroskopu.

Nejdiiv se zkontroluje pozitivni kontrolni vzorek. Buiiky musi byt jasn€ fluoreskujici
a zcela obarvené vuréeném titru protilatky nebo pracovnim fedéni. Pokud je
barevnost odchylna, musi byt test IF opakovan (oddil 4).

Pozoruji se jasn¢ fluoreskujici buriky s charakteristickou morfologii Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus v testovacich okénkach sklicka (viz internetova
stranka http://forum europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intenzita
fluorescence musi byt pii porovnani s pozitivnhim kontrolnim kmenem ve stejném
fedéni protilatky stejna nebo lepSi. Buriky snelplnym zbarvenim nebo slabou
fluorescenci nelze brat v Gvahu.

Pti podezieni z jakékoli kontaminace musi byt test zopakovan. To se mize stat, kdyz
vsechna sklicka ve skupin€ vykazuji pozitivni buriky diky kontaminaci pufru nebo
pti zjisténi pozitivnich bun€k (mimo okénka skli¢ek) na povrchu sklicek.

Existuje nckolik problému podstatnych pro presnost imunofluorescencniho testu.
V peletach  z pupkové ¢Casti bramboru a ¢asti stonku se mohou vyskytnout
doprovodné populace fluoreskujicich bunék s atypickou morfologii a kiizove
reagujici saprofytické bakterie s velikosti a morfologii podobnou Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus.

Berou se v uvahu pouze fluoreskujici buriky s typickou velikosti a morfologii v titru
nebo pracovnim fedéni protilatek podle oddilu 4.3.

Interpretace vysledku IF testu:

a) Pii zjisténi jasn¢ fluoreskujicich bunék s typickou morfologii se odhadne
primémy pocet typickych bunék v 1 mikroskopickém poli a vypocita pocet
typickych bun€k na 1 ml resuspendované pelety (dodatek 4).

Vysledek IF je pozitivni u vzorkd, kde je pocet typickych bun€k na 1 ml
resuspendované pelety nejméné 5x10° . Vzorek je povazovan na potencialng
infikovany a je povinné dalsi testovani.

b) Vysledek IF testu je negativni pro vzorky, které obsahuji mén& nez 5x10° bungk
na | ml resuspendované pelety a vzorek se povazuje za negativni. Dalsi testovani
neni nutné.
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5. Test FISH

PRINCIP

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

Pozndmka:

Pouzivaji se validované oligosondy specifické pro Clavibacter michiganensis subsp. vepedonzcm
(dodatek 7). Uvodni testovani touto metodou by mélo umoznit reprodukovatelné zjisténi alespoii 10*-10*

bun¢k Clavibacier michiganensis subsp. sepedonicus na ml ptidané do extraktd ze vzorku, které byly
pfedtim testovany s negativnim vysledkem.

Nasledujici postup by mél byt pokud mozno proveden s Cerstv€ piipravenymi extrakty,
ale je mozné jej uspé&sné provést s extraktem, ktery byl uchovan v glycerolu pfi teploté -
16 az -24 nebo -68 az -86 °C.

Jako negativni kontrola se pouzije alikvotni ¢ast extraktu ze vzorku, ktery byl predtim
testovan na Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus s negativnim vysledkem.

Jako pozitivni kontrola se pfipravi suspenze obsahujici 10° az 10° bungk Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus na ml (napt. kmen NCPPB 4053 nebo PD 406) v 0,01
M fosfatového pufru (PB) z3-5 denni kultury (pfiprava viz dodatek 2). Pfipravi se
samostatna sklicka s pozitivnimi kontrolnimi vzorky homologického kmene nebo jiného
referenéniho kmene Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus suspendovaného
v bramborovém extraktu podle dodatku 2.

Pouziti eubakteridlnich oligosond znaCenych FITC poskytuje kontrolu procesu
hybridizace, protoZe zbarvi viechny eubakterie pfitomné ve vzorku.

Test kontrolniho materidlu se provadi stejnym zpiisobem jako u vzorkd.

5.1. Fixace bramborového extraktu
5.1.1. Pfipravi se fixacni roztok (viz dodatek 7)

5.1.2. Napipetuje se 100 pl kazdého vzorkového extraktu do Eppendorfovy
mikrozkumavky a odstied’ujte po dobu 8 minut na 7 000 g.

5.1.3. Odstrani se supernatant a rozpusti se peleta v S00 pl fixa¢niho roztoku pripraveného
max. 24 hodin piedem. Protiepe se a inkubuje se pies noc pfi teploté 4 °C.

Alternativnim fixacnim ¢inidlem je 96 % etanol. Pro jeho pouZiti se rozpusti peleta
zkroku 5.1.2. v 50 ul 0,01 M PB a 50 pl 96 % etanolu. Promicha se protfepadnim a
inkubuje se pfi teplote 4 °C po dobu 30-60 minut.

5.1.4. Odstied’uje se po dobu 8 minut na 7 000 g, odstrani se supernatant a resuspenduje se
peletav 75 pl 0,01 M PB (viz dodatek 3).

5.1.5. Kapne se 16 ul fixované suspenze na Cisté 10 okénkové sklicko, jak ukazuje obrazek
3, pfi¢emz se pouziji 2 rlizné vzorky na jedno sklicko, a to nefedény a zfedény 1:100
s pouzitim 10 pl (v 0,01 M PB). Zbyvajici roztok vzorku (49ul) maze byt ulozen pti
teploté -20 °C po ptidani 1 objemového mnozstvi 96 % etanolu. V ptipadé, Ze je
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tteba FISH metodu opakovat, odstrani se etanol odstfedénim, pfida se stejné
mnozstvi 0,01 M PB a zamichd se protfepanim.

Obrazek 3. Rozmisténi na sklicku FISH

Vzorek 1 Prizdné Prizdné l’ra'zéné Vazorek 2
okénko 1 okénko 2 okénko 3 - okénko 4 okénko §
Vzorek 1 Prizdné Prizdné Prizdné Vzorek 2
okénko 6 okeénko 7 okénko 8 okénko 9 okénko 10
Kryei sklicko 1 KryeS sklitko 2
5.1.6. Sklicka se nechaji uschnout na vzduchu (nebo susickou sklicek pfti teploté 37 °C) a

fixuji se nad plamenem.
V této fazi je moznost postup pierusit a pokracovat v hybridizaci dalsi den. Sklicka
by méla byt skladovana chranéna pied prachem a v suchu pii pokojové teplote.

5.2. Predhybridizace a hybridizace

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

Ptipravi se roztok lyzozymu obsahujici 10 mg lyzozymu (Sigma 1L-6876) v 10 ml
pufru (100 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH 8,0). Tento roztok lze skladovat, ale
mél by se pouze jednou zmrazit a nechat roztat. Kazdy vzorek se dobie pokryje
pfiblizng 50 pl roztoku lyzozymu a inkubuje po dobu 10 minut pii pokojové teploté.
Potom se ponofi skliCka do demineralizované vody, pouze jednou, a osusi filtraénim
papirem.

Alternativné se pfida misto lyzozymu 50 pl proteinazy K 40-400 pg.ml™ v pufru (20
mM Tris-HCL, 2 mM CaCl, pH 7,4) do kazd¢ jamky a inkubuje se pii teploté 37 °C
po dobu 30 minut.

Buiiky se susi ve stuptiovanych sériich 50 %, 80 % a 96 % etanolu pokazdé po dobu
I minuty. Skli¢ka se nechaji uschnout na vzduchu v drzéaku sklicek.

Ptipravi se vlhka inkubacni komora zakrytim dna vzduchotésné krabice tkaninou
nebo filtraCnim papirem namocenym v Ix hybmixu (dodatek 7). Krabice se
pieinkubuje v hybridizacni peci pii teploté 55 °C po dobu alespori 10 minut.

Ptipravi se hybridiza¢ni roztok (dodatek 7) s 45 ul na 1 sklicko a piedinkubuje se
po dobu 5 minut pii teploté 55 °C.

Sklicka se umisti na horkou plotnu pii teploté 45 °C a do kazdého ze 4 okének
na sklicku / skli¢cich se pfida 10 pl hybridiza¢niho roztoku.

Kazdé sklicko se piikryje 2 krycimi sklicky (24 x 24 mm) tak, aby pod n€ nevnikl
vzduch. Sklicka se umisti do piedehiaté vlhké komory a hybridizuje se 14 — 18 h
v peci pii teploté 55 °C v temnu.
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5.2.7. Ptipravi se 3 kadinky obsahujici 1 I sterilni vody (Ultra pure water = UPW), 11 1x

5.2.8.

hybmixu (334 ml 3x hybmix a 666 ml UPW) a 1 1 %2 x hybmixu (167 ml 3x hybmix
a 833 ml UPW). Kazda z nich se preinkubuje ve vodni lazni pii teploté 55 °C.

Sejmou se kryci skliCka a podlozni sklicka se umisti do drzaku sklicek.

5.2.9. Splachne se nadbytek vzorku inkubaci po dobu 15 minut v kadince s 1x hybmixem

pfi teploté 55 °C.

5.2.10. Drzak sklicek se premisti do promyvaciho roztoku %2 hybmix a necha se inkubovat

dalgich 15 minut.

5.2.11. Skli¢ka se ponoti kratce do UPW a poloZi na filtra¢ni papir. Odstrani se nadbyte¢na

vlhkost lehkym zakrytim povrchu filtratnim papirem. Napipetuje se 5-10 pl kryciho
roztoku (napt. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA nebo podobny) do kazdé
jamky a celé sklicko se zakryje velkym krycim sklickem (24 x 60 mm).

5.3. Hodnoceni FISH testu

53.1.

53.2.

5.3.3.

5.3.4.

Sklicka se prohlizeji ihned s mikroskopem vhodnym pro epifluorescencni
mikroskopii se zvétSenim 630x nebo 1 000x pod olejovou imerzi. S filtrem vhodnym
pro fluorescein isothiokyanat (FITC) jsou eubakteridlni buiiky (vCetné vétSiny
gramnegativnich bungk) ve vzorku zbarveny fluorescenéné zelené. PouZzitim filtru
pro tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat se buniky Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus obarvené¢ Cy3 jevi fluorescencné Cervené. Porovndva se bunécna
morfologie s morfologii pozitivnich kontrolnich vzorkid. Buiky musi byt jasné
fluoreskuyjici a zcela zbarveny. Test FISH (oddil 9.4) musi byt zopakovan, pokud je
zbarveni odchyln€. Prohlizi se okénka napfi¢ dv€ma priméry v pravych dhlech
a kolem obvodu. U vzorkil, kde nejsou pozorovany 7adné nebo malo bunck, se
pozoruje nejmeéné 40 poli mikroskopu.

Hledaji se jasné fluoreskujici buiiky s morfologii charakteristickou pro Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus v okénkach testovacich skli¢ek (viz internetova
stranka hitp:/forum.europa.eu.nt/Public/ire/sanco/Home/main). Intenzita
fluorescence musi odpovidat nebo byt lepsi nez u pozitivniho kontrolnitho kmene.
Buriky, které nejsou zcela zbarveny nebo vykazuji slabou fluorescenci, se neberou
v tvahu.

Pii podezieni z jakékoli kontaminace musi byt test zopakovan. Pii podezieni
z jakékoli kontaminace musi byt test zopakovan. To se miize stat, kdyZ vSechna
sklicka ve skupiné vykazuji pozitivni buriky diky kontaminaci pufru nebo pii zjiSténi
pozitivnich bunék (mimo okénka skli¢ek) na povrchu sklicek.

Existuje n€kolik problémi podstatnych pro ptesnost FISH testu. V peletach
Z pupkové &asti bramboru a ¢asti stonku se mohou vyskytnout doprovodné populace
fluoreskujicich bun€k s atypickou morfologii a kiizov€ reagujici saprofytické
bakterie s velikosti a morfologii podobnou Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus, aCkoli mnohem méné Casto nez u IF testu.
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5.3.5. V uvahu se berou pouze fluoreskujici buriky s typickou velikosti a morfologii, viz
5.3.2.

5.3.6. Interpretace vysledku testu FISH:

a) Vysledky FISH testu jsou platné, pokud jsou pii pouziti FITC filtru jasné zelené
fluoreskujici  burky s velikosti a mortologii typickou pro Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus a pii pouZiti thodaminového filtru jasné
Cervené fluoreskujici burlkky pozorovany ve vSech pozitivnich kontrolach a
nejsou pozorovany v zadnych negativnich kontrolach. Pokud jsou ptitomné jasné
fluoreskujici buriky s typickou morfologii, odhadne se praimérmy podcet typickych
bun€k v 1 mikroskopickém poli a vypocita pocet typickych bunék v 1 ml
resuspendované pelety (dodatek 4). Vzorky, které obsahuji alespoit 5 x 10°
typickych bunék na 1 ml resuspendované pelety, se povazuji za pravdépodobné
infikované Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. Nutné je dalSi
testovani. Vzorky, které obsahuji méné nez 5 x 10° typickych bunék na 1 ml
resuspendované pelety, se povazuji za negativni.

b) Vysledek FISH testu je negativni, pokud pfi pouziti rhodaminového filtru nejsou
pozorovany jasné Cervené fluoreskujici buiiky s velikosti a morfologii typickou
pro Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, jestlize jsou tyto typické
jasné Cervené fluoreskujici buiiky pfi pouZziti thodaminového filtru pozorovany
v pozitivnich kontrolach.

6. PCR test

PRINCIP

Pouzije-1i se PCR test jako hlavni screeningovy test a je pozitivni, musi byt jako druhy
povinny screeningovy test proveden IF test. Pokud se PCR test pouziva jako druhy
screeningovy test a je pozitivni, je pro dokonceni diagndézy nutné dalsi testovani podle
postupového diagramu.

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

Pozndmka:

Predb&zné testovani touto metodou by mélo umoznit reprodukovatelné zjisteni 10° az 10* bungk
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus na 1 ml piidanych do vzorku extrakti, které byly piedtim
testovany s negativnim vysledkem. Pro dosazeni maximalni citlivosti a piesnosti ve v8ech laboratofich
mohou byt vyZzadovany optimaliza¢ni pokusy.

Pouzivaji se validovana PCR ¢inidla a protokoly. Prednostné se pouziva metoda s interni kontrolou.

Je tfeba pouZit vhodna bezpecnostni opatieni, aby se zabranilo kontaminaci vzorku cilovou DNA. PCR
test by méli provadét zkuseni laboranti v laboratoiich specializovanych na molekulami biologii, aby se
minimalizovala moZnost kontaminace cilovou DNA.

S negativnimi kontrolami (u pribéhu extrakce DNA a PCR) by se mélo vzdy zachazet
jako s kone¢nymi vzorky, aby bylo jasné, jestli doslo k pienosu DNA.

PCR test by mé¢l zahrnovat nésledujici negativni kontroly:

- extraktu ze vzorku, ktery byl pfedtim testovan na Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus s negativnim vysledkem,

- kontroly pufru pouZivaného pro extrakci bakterie a DNA ze vzorku,

- reakéni sme&s PCR.
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Me¢ly by byt zahrnuty nasledujici pozitivni kontroly:

- alikvotni Casti  resuspendovanych pelet, knimz byl ptidan Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus (ptiprava viz dodatek 2),

- suspenze 10° bungk na 1 ml Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ve
vodg z virulentniho izolatu (napt. NCPPB 2140 nebo NCPPB 4053),

- pokud mozno pouzit pii provadéni PCR testu také DNA extrahovanou
7z pozitivnich kontrolnich vzorki.

Aby se zabranilo moZzné kontaminaci, piipravi se pozitivni kontroly v oddé€leném
prostiedi od vzorki, které budou testovany.

Extrakty ze vzorkt by mély byt pokud moZno bez zeminy. V ptipad€ pouziti PCR testu
je potieba ptipravit extrakty z umytych brambor.

6.1 Metody purifikace DNA
Pouziji se vySe popsané pozitivni a negativni kontrolni vzorky.
Ptipravi se kontrolni materidl stejnym zptsobem jako vzorky.

K purifikaci cilové DNA z komplexnich substrati vzorkil jsou k dispozici rizné metody
odstrafujici inhibitory PCR a jinych enzymatickych reakei a koncentrujici cilovou DNA
v extraktu vzorku.

Nasledujici metoda byla optimalizovana pro pouziti s validovanou metodou PCR,
uvedenou v dodatku 6.

6.1.a) Metoda podle Pastrika (2000)

1. Napipetuje se 220 pl lyzového pufru (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 1
mM EDTA [pH 8.,0]) do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

2. Ptida se 100 pl extraktu ze vzorku a umisti se do termobloku nebo vodni 1azné

o teplot€ 95 °C na dobu 10 minut.

Mikrozkumavka se vlozi na 5 minut do ledu.

4. Ptida se 80 pl zasobniho roztoku lyzozymu (50 mg lyzozymu na 1 ml v 10 mM
Tris HCI, pH 8.0) a inkubuje se pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut.

5. Prida se 220 ul Easy DNA® roztok A (Invitrogen), dobfe se promicha tiepanim a
inkubuje se pii teplot 65 °C po dobu 30 minut.

6. Pfida se 100 ul Easy DNA * roztok B (Invitrogen)a silné se promicha téepanim,
az usazenina sama potefe do mikrozkumavky a vzorek zatne byt stejnomérné
viskozni.

7. Piida se 500 pl chloroformu a micha se tfepanim, az se viskozita snizi a smés se
stane homogenni.

8. Odstifed’uje se na 15 000 g po dobu 20 minut pfi 4 °C pro oddéleni fazi a vytvofeni
mezifaze.

9. Prenese se horni faze do Cisté mikrozkumavky.

10. Pfida se 1 ml 100 % etanolu (-20 °C), kratce se promicha tfepanim a inkubuje se
na ledu po dobu 10 minut.

11. Odstfedi se na 15 000 g po dobu 20 minut pfi 4 °C a odstrani se z pelety etanol.

12. Pfida se 500 pl 80 % etanolu (-20 °C) a promicha pievracenim mikrozkumavky.

13. Odstied’uje se na 15 000 g po dobu 10 minut pii 4°C, peleta se zachova a odstrani
etanol.

14. Peleta se necha uschnout na vzduchu nebo v DNA speed vac.

hed



Strana 4982 Sbirka zikond & 328 / 2008 Castka 107

15. Peleta se resuspendujte v 100 pl sterilni vody (UPW) a necha stat nejméné
20 minut pfi pokojove teplote.

16. Skladuje se pfi teploté -20 °C az do upotiebeni pii PCR.

17. Jakakoliv bila usazenina se odstrani odstfedénim a pro PCR se pouZije 5 pl
supernatantu obsahujiciho DNA.

6.1.b) Jiné metody

Jiné metody extrakce DNA by se mohly pouZit, pokud by se prokazalo, Ze jsou pfi
purifikaci DNA z kontrolnich vzorki obsahujicich 10° az 10" patogennich bundk
na 1 ml stejné efektivni.

6.2 PCR

6.2.1. Ptipravi se testované vzorky a kontroly pro PCR podle validovaného protokolu
(dodatek 6). Piipravi se jeden desetinny roztok vzorku DNA (1:10 ve sterilni vodg).

6.2.2. Ptipravi se pfisluSna reakéni smés pro PCR v prostfedi, kde nehrozi kontaminace,
podle zvetejnéného protokolu (dodatek 6). Validovany protokol PCR je multiplexova
reakce, ktera zahrnuje také interni kontrolu PCR.

6.2.3. Do sterilnich PCR mikrozkumavek se ptida 5 pl extraktu DNA na 25 pl PCR reakce.

6.2.4. Zahrne se negativni kontrolni vzorek obsahujici pouze reakéni smes PCR a ptida se
stejna sterilni voda UPW, ktera byla pouzita do smé&si PCR namisto vzorku.

6.2.5. PCR mikrozkumavky se umisti do stejného termocykleru, ktery byl pouzit
pfi poCatenim testovdni a provede se vhodné optimalizovany program PCR
(dodatek 6)

6.3. Analyza produktu PCR

6.3.1. Rozdé€li se amplikony PCR elektroforézou v agarézovém gelu. Nanese se negjméné
12 pl amplifikované reakéni smé&si DNA zkazdého vzorku smichané s3 pul
nanaseciho pufru (dodatek 6) do 2,0 % (w/v) agardézoveého gelu v Trisacetat-EDTA
(TAE) pufru (dodatek 6) pfi 5-8 Vna cm. Pouzije se vhodny marker DNA,
napf. 100 bp ladder.

6.3.2. Detekuji se prouzky DNA barvenim v ethidium bromidu (0,5 mg na I) po dobu 30-45
minut, za pouziti vhodnych bezpe€nostnich opatfeni pro zachdzeni s timto
mutagenem.

6.3.3. V obarveném a UV (kratké vinové délky, napt. 302 nm) prosviceném gelu se hledaji
amplifikované produkty PCR o ocekavané velikosti a vysledek se zdokumentuje.

6.3.4. U vSech novych nélezil se zkontroluje pravost amplikonu PCR provedenim restrikéni
enzymove analyzy ve zbyvajicim vzorku amplifikované DNA inkubaci pfi optimalni
teplote a dob& s vhodnym restrikénim enzymem a pufrem (viz dodatek 6). Rozdé€li se
naStépené¢ fragmenty elektroforézou v agarézovém gelu a pozoruje se
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charakteristicky vzor restrikéniho fragmentu pod UV prosvicenim po obarveni
ethidiumbromidem a porovnava se s neSt€penou a St€épenou pozitivni kontrolou.

Interpretace vysledku PCR testu:

PCR test je negativni, pokud amplikon typicky pro Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus ocekavané velikosti nebyl zjistén v daném vzorku, ale byl zjistén ve
vSech pozitivnich kontrolnich vzorcich (v ptipad€ vicendsobné PCR s rostlinnymi
internimi kontrolnimi primery: druhy produkt PCR ofekavané velikosti musi byt
amplifikovan s danym vzorkem).

PCR test je pozitivni, pokud byl zjistén amplikon typicky pro Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus o¢ekavané velikosti a vzoru (pokud se poZzaduje),
za predpokladu, ze nebyl amplifikovan zadnym z negativnich kontrolnich vzorku.
Spolehlivého potvrzeni pozitivniho vysledku 1ze dosdhnout také opakovanim testu
s druhou sadou PCR primert (oddil 9.3).

Pozndmka:

Lze mit podezieni na inhibici PCR, pokud byl o¢ekavany amplikon ziskén z pozitivniho kontrolniho
vzorku obsahujiciho Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ve vodg, ale z pozitivni kontroly s
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus v bramborovém extraktu byly negativni. Ve
vicenasobnych protokolech PCR s internimi kontrolami PCR 1 inhibici reakce do$lo, pokud nebyl
ziskan zadny z obou amplikont.

Lze mit podezieni na kontaminaci, pokud byl ofekdavany amplikon ziskan z jedné
nebo vice negativnich zkousek.

7. Test na lilku vejcoplodém

Pozndmbka:

Predb&zné testovani touto metodou by mélo umoznit reprodukovatelné zjisténi 10° az 10" jednotek
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus tvoricich kolonie na 1 ml piidany k extraktim ze vzorku,
které byly testovany s negativnim (pfiprava viz. dodatek 2)

Nejvyssi citlivost zjiSténi lze ocCekavat pri pouziti Cerstv€ pripraveného extraktu
ze vzorku a optimalnich rastovych podminkach. Metodu vSak lze UspéSné pouZzit
i na extrakty, které byly uchovavany v glycerolu pfi teploté -68 az -86 °C.

Nékteré odridy lilku vejcoplodého poskytuji vynikajici selektivni obohacujici médium
pro rast Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus dokonce v ptipadé nepfitomnosti
piiznaki a poskytuji takeé vynikajici zakladni konfirmacni test.

Pro omezeni nebezpedi faleSn€ negativnich vysledku by mély byt vytvofeny optimalni
rustoveé podminky.

Podrobnosti o péstovani jsou uvedeny v Dodatku 8.
7.1. Peleta podle 3.1.5. se rozd€li mezi rostliny lilku jednou z nize uvedenych metod (7.2,
7.3, 7.4). PouZzivaji se pouze rostliny ve fazi 2-3 listi do uplného rozvinuti tietiho

pravého listu. Aby se zajistilo uplné vyuziti resuspendované pelety i efektivni
inokulaci, bude pro nize uvedené postupy potieba 15-25 lilki na vzorek.

7.2. Inokulace zarezem I

7.2.1. Kazdy kvétinac se horizontaln€ podepie (pro kvétinace o priméru 10 cm je vhodny
blok pénového polystyrénu s vyhloubenou ¢asti o rozmérech 5 cm hloubky, 10 cm



Strana 4984 Sbirka zikond & 328 / 2008 Castka 107

Sitky a 15 cm délky). Pro kazdy testovany vzorek se mezi stonek a blok umisti
prouzek sterilni hlinikové folie. Rostlinu je moZno fixovat na mist€ gumovym
paskem kolem bloku.

7.2.2. Pomoci skalpelu se provede mezi déloznimi listky a prvnim pravym listem podélny
nebo mimé uhlopficny fez dlouhy 0.5 az 1,0 cm a hluboky pfiblizné jako tfi
Ctvrtiny priméru stonku.

7.2.3. Zafez se pfidrzi otevieny pomoci Spicky Cepele skalpelu a nanese se do ngj
inokulum StéteCkem na o¢ni linky nebo jemnym malifskym St€teckem namocenym
do pelety. Zbytek pelety se rozdéli mezi vSechny testovaci rostliny lilku.

7.2.4. Rez se prekryje sterilni vazelinou aplikovanou injekéni st¥ikatkou o objemu 2 ml.

7.3 Inokulace zarezem I1

7.3.1. Na stonek rostliny drZzené dv&ma prsty se napipetuje mezi délozni listky a prvni
pravy list kapka (pfiblizn€ 5 az 10 pl) suspendované pelety.

7.3.2. Pomoci sterilniho skalpelu se udéla seSikmeny zatez (v uhlu pfiblizné 5°), dlouhy
1,0 cm a hluboky pfiblizn€ jako 2/3 tloustky stonku, pfi¢emz s fezem se zalne
v misté kapky suspendované pelety.

7.3.3. Rez se zakryje sterilni vazelinou z injeké&ni stifkacky.
7.4. Inokulace injekéni stiikackou

7.4.1 Pro snizeni vnitiniho nap&ti bun€k (turgoru) se rostliny lilku den pfed inokulaci
nezalévaji.

7.4.2  Stonky lilku vejcoplodého se inokuluji tésn€ nad déloznimi listky pomoci injekéni
stiikaCky s podkozni jehlou (ne méné nez 23 (). Peleta se rozd€li mezi testovaci
rostliny lilku vejcoplodého.

7.5. Jako pozitivni kontrola se¢ inokuluje 5 rostlin stejnou inokulacni metodou (7.2, 7.3 nebo
7.4) vodni suspenzi 10° az 10° bungk na 1 ml znamé kultury pivodce krouZkovitosti a
kde je to mozné 1 pletivem z pfirozene infikovanych hliz bramboru.

7.6. Jako negativni kontrola se inokuluje 5 rostlin sterilnim 0,05 M PBS stejnou inokulacni
metodou (7.2, 7.3 nebo 7.4).

7.7. Po inokulaci se rostliny nechaji inkubovat v karanténé¢ ve vhodnych podminkach
(dodatek 8) podobu az 4 tydni pii teplot€¢ 18-24°C. Rostliny se inkubuji za
dostateCneho osvétleni a vysoké vlhkosti (70-80%) a zalévaji se tak, aby nedoslo
k nasavani vody nebo vadnuti kviili nedostatku vody. Buniky Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus odumiraji pfi teplotach nad 30°C a optimalni teplota je 21°C. Aby se
zamezilo kontaminaci, inkubuji se rostliny pro pozitivni a negativni kontroly ve skleniku
nebo rustoveé komote na jasn€ oddélenych policich, anebo pii nedostatku mista se zajisti
pfisné odd€leni mezi zachazeni snimi. Pokud musi byt rostliny pro rizné vzorky
inkubovany blizko sebe, oddé€li se vhodnymi piepazkami. Pfi hnojeni, zalévani, kontrole
a jiné manipulaci se vénuje maximalni pozornost tomu, aby nedoslo ke kontaminaci. Je



Castka 107 Sbirka zikond & 328 / 2008 Strana 4985

nezbytné, aby skleniky 1 rastové komory byly chranény pfed veSkerym hmyzem,
protoze by mohl pfenaset bakterie z jednoho vzorku na druhy.

7.8. Pravidelné¢ po osmi dnech se spoditaji rostliny vykazujici ptiznaky. Plvodce
krouzkovitosti pisobi u lilku vejcoplodého vadnuti lista, které miize zacit jako okrajova
nebo mezizilkova ochablost (ztrata turgoru). Zvadlé pletivo muze zprvu byt
tmavozelené nebo strakaté, ale pfed znekrotizovanim zesvétli. Povadla mista mezi
zilnatinou mivaji Casto mastn¢ vodnaty vzhled. Nekroticka pletiva mivaji Casto jasné
zluty okraj. Rostliny vzdy neodumiraji; ¢im déle trva obdobi do objeveni se pfiznaku,
tim je v&tSi nad€je na preziti. Rostliny mohou infekei odrust. Mladé rostliny lilku
vejcoplodého jsou mnohem citlivejsi viici nizkym koncentracim ptvodce krouzkovitosti
neZ starsi rostliny, proto je nezbytné pouzivat rostliny ve fazi tfi listi a nebo kratce pred
ni. Vadnuti mohou také zpusobovat populace jinych bakterii nebo hub pfitomnych
vpelet¢ zpletiv hlizy. Patfi knim Erwinia caroftovora subsp. carotovora a
E. carotovora subsp. atroseptica, Phoma exigua var. foveata, jakoz 1 velké koncentrace
saprofytickych bakterii. Tyto ptipady vadnuti lze odliSit od pfipadl zplsobenych
puvodcem krouzkovitosti, jelikoz rychle vadnou celé listy nebo celé rostliny. Mize se
také pripravit Gramovo barveni: tento test rozli§i Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus od Erwinia spp

7.9. Jakmile se na lilku vejcoplodém objevi pfiznaky, méla by byt provedena izolace
za pouziti ¢asti pletiva zvadlych listl nebo stonkii rostlin. Povrch listi a stonkl lilku
vejeoplodého se vydezinfikuje otfenim 70 % etanolem. Provede se test IF nebo PCR
na §tave z lilku a izoluje se na vhodném (selektivnim) médiu (viz oddil 8). MiiZe se take
pripravit Gramovo barveni (dodatek 9). Cisté kultury podezielé z ptitomnosti
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus se identifikuji a potvrdi se patogenita (viz
oddil 9 a 10).

7.10. Za urcitych okolnosti, zejména pokud nejsou ristové podminky optimalni, se mize stat,
7ze Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus zUstava v rostlinach lilku
vejcoplodého jako latentni infekce dokonce i po uplynuti inkubaéni doby az 4 tydnd.
Pokud nejsou po 4 tydnech pozorovany zadné ptiznaky, provede se test IF/PCR
na slozeném vzorku ¢asti stonkd o délce 1 cm z kazdé testované rostliny odebranych
nad mistem inokulace. Pokud je test pozitivni, méla by byt provedena izolace
na vhodnych (selektivnich) médiich postupem podle oddilu 8. Cisté kultury podezielé
z ptitomnosti Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus se identifikuji a potvrdi se
patogenita (viz oddil 9 a 10).

8. 1Izolace Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Diagnoza miuze byt potvrzena pouze tehdy, je-li puvodce krouzkovitosti izolovan
a takto identifikovan. Ackoliv je pivodce krouzkovitosti naroénym organismem, je
mozno ho izolovat z pletiv projevujicich pfiznaky napadeni.

Mohou jej v8ak pieriist rychle rostouci saprofytické bakterie, a proto se nedoporucuje
provadeét izolaci piimo z pelety pletiva hlizy (3.1.5) nebo stonku (3.2). Piima izolace
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus je mozna za pouziti selektivniho média
a vhodného fedéni resuspendované pelety z pupkové ¢asti hlizy nebo ze stonki rostliny.
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Izolace se provadi ze vSech hliz bramboru nebo &asti stonku a zrostlin lilku
vejecoplodého, které nevykazuji pfiznaky napadeni, ale u nichz byl pozitivni vysledek
v testu [F/PCR slozenych vzorki (viz oddil 7.9). Pokud je tfeba provést maceraci stonki
lilku, méla by byt provedena podle oddilu 3.1.2.

Jako pozitivni kontroly se pfipravi desetinna fedéni suspenze 10° cfu na ml Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus (napt. NCPPB 4053 nebo PD 406). Aby se vyloucilo
nebezpedi kontaminace, pfipravi se pozitivni kontroly oddélené od vzorki, které maji
byt testovany.

Pro kazdou nové piipravenou davku selektivniho média by se méla pied pouZzitim
k testovani obvyklych vzorki piezkouset jeho vhodnost pro rist patogenu.

Kontrolni materidl se testuje stejnym zptisobem jako vzorky.

8.1. Roztér na selektivni médium

8.1.1. Ze 100 pl alikvotni ¢asti ze vzorku resuspendované bramborové pelety nebo Stavy
z lilku vejcoplodého se pripravi desetinasobné fedéni v peletovém pufru (dodatek 3).

8.1.2. Izolace z nefedéné bramborove pelety se obvykle nepodafi kvili naroénym ristovym
podminkam Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a konkurenci saprofytu.
Vzhledem ktomu, Ze bakterie je obvykle v infikovanych pletivech piitomna
ve vysokych koncentracich, 1ze saprofyty obvykle vyplachnout tfedénim, zatimco
patogen zustava. Proto se doporucuje rozetiit 100 pl z kazdého vzorku, v fed€nil/100
az 1/10 000 na MTNA médium nebo NCP-88 médium (dodatek 5), za pouziti
pomiucek uréenych k rozt€riim (hokejek) a techniky roztéru.

8.1.3. Desky se inkubuji v temnu pfi teploté 21-23°C.

8.1.4. Pocate¢ni kontrola misek zahrnuje porovnani s kontrolnimi miskami a pocitani vSech
kolonii podobnych Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus se provadéji
po tfech dnech, s dal§im pocitanim po 5,7 a 10 dnech.

8.2. Ci§t&ni podezielych kolonii

Pozndmka:

Subkultury kolonii podobnych Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus pro inokulaci lilku
vejcoplodého a/nebo naslednou identifikaci by se mély pé&stovat na YGM médiu; inokulace a identifikace
by se mély provést dfive, nez jsou média pfili§ pferostla, tj. nejlépe po 3-5 dnech.

8.2.1. Kolonie podobné Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus se rozetfou na jedno
z nasledujicich médii (sloZeni uvedena v dodatku 5):
- zivny dextrozovy agar (pouze pro subkultury),
- kvasni¢ny pepton glukosovy agar,
- agar z kvasni¢ného extraktu s mineralnimi solemi.

Inkubace probiha pii teplot€ 21-24 °C po dobu maximalné 10 dni.

Pivodce krouzkovitosti roste pomalu a obvykle vytvaii kolonie velikosti $pendlikové
hlavicky, vyklenuté, smetanové zbarven€.
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8.2.2. Opétovné se provede roztér pro zaruCeni Cistoty. U subkultur se rychlost ristu
zlepSuje. Typické kolonie jsou smetanove bilé nebo barvy slonoviny, nékdy zlute,
okrouhlé, hladké, vyvysené, konvexné vyklenuté, slizovité tekuté, s rovnymi okraji a
obvykle maji v priméru 1 — 3 mm.

Jednoduché Gramovo barveni (dodatek 9) milize pomoci vybrat kolonie pro dal$i
testovani.

8.2.3 Podezielé kultury se identifikuji (viz oddil 9) a provede se zkouSka patogenity
(viz oddil 10).

9. Identifikace

Cisté kultury pravdépodobné izolované kultury Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus se identifikuji za pouziti nejméné dvou nasledujicich testi zalozenych
na riiznych biologickych principech.

V ptipad¢€ potreby se zahrne pro kazdy provedeny test znamy referencni kmen.

9.1. Nutri¢ni a enzymatické identifikacni testy

Zjistuji se nasledujici fenotypické vlastnosti. Veskerd média by se méla inkubovat
pii 21 °C a po Sesti dnech by méla byt vyhodnocena. Pokud nedoSlo k Zadnému riistu,
inkubuje se po dobu nejvyse 20 dni.

Vsechny testy musi zahrmovat kontrolu se znamym kmenem Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus. Nutriéni a fyziologické testy se musi provadét za pouziti inokula
ze subkultur zivného agaru. Morfologicka srovnani se musi provadét z kultur z Zivného
dextrozoveého agaru.

Test Ocekdavany vysledek
Oxidacné-fermentacni (O/F)  inertni nebo slab& oxidacni
Aktivita oxidazy -

Aktivita katalazy +

Redukce nitrata -

Aktivita ureazy -

Tvorba HaS -

Tvorba indolu -

Vyuzivani citratu -

Hydrolyza Skrobu - nebo slaba

Rist pti 37 °C -

Rist v 7% NaCl -

Hydrolyza Zelatiny -

Hydrolyza eskulinu +

Tvorba kyseliny z:

- glycerolu -

- laktozy - nebo slaba

- thamnozy -

- salicinu -

Gramovo barveni (dodatek 9)
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9.2.

9.3.

94.

9.5.

9.6.

IF test

a)  Pripravi se suspenze p¥iblizn& 10° bunk/ml v pufru na IF (dodatek 3).

b)  Pfipravi se série dvojnasobného fedéni vhodneého antiséra.

¢)  Provede se IF postup (oddil 4).

d) Pozitivniho vysledku IF testu je dosazeno, jestlize IF titr kultury odpovida titru
pozitivni kontroly.

PCR test

a)  Pripravi se suspenze pfiblizng 10° bunék na ml ve sterilni vodé (UPW)

b)  Zahtiva se 100 pl suspenze bun€k v uzavienych mikrozkumavkach v ohfivacim
bloku nebo vfici vodni lazni pfi teplot¢ 100 °C po dobu 4 minut. V piipadé
potieby se muze lyza bunék podpofit ptfidanim clerstvé ptipraveného NaOH
do konecné koncentrace 0,05 M. Vzorky lze potom ulozit pfi teploté -16 az -24
°C az do pouziti.

c) Pro amplifikaci Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus specifickych
amplikont se pouziji vhodné postupy PCR (napt. Pastrik, 2000; viz dodatek 4;
Lia de Boer, 1995; Mills a kol., 1997; Pastrik a Rainey, 1999; Schaad a kol.,
1999).

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

FISH test

a)  Pripravi se suspenze piiblizng 10° bunék na ml v UPW.

b) Provede se postup FISH (oddil 5)

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

Analyza mastnych kyselin (FAP)

a) Kultura se péstuje na tryptikazo-sojovém agaru (Oxoid) po dobu 72 hodin pii
teploté 21 °C (+/- 1°C).

b) Pouzije se vhodny postup FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).

c¢) Test FAP je pozitivni, pokud je profil podezielé kultury identicky s profilem
pozitivni kontroly. Pfitomnost charakteristickych mastnych kyselin 15:1 Anteiso
A, 15:0 lIso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0 a 17.0 Anteiso jasn¢ sveédCi
o ptitomnosti  Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. Jiné rody jako
Curtobacterium, Arthrobacter a Micrococcus také obsahuji nekteré z téchto
kyselin, ale 15:1 Anteiso A je pro tyto bakterie neobvykla kyselina, kterd se vSak
vyskytuje ve vSech Clavibacter spp. vrozmezi 1-5 %. U Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus se hodnota obvykle pohybuje kolem 5 %.

BOX-PCR

a)  Pripravi se suspenze piiblizn& 10° bun&k na ml v UPW.
b)  Provede se test postupem podle Smith a kol., 2001.
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10. Test patogenity
Pro konetné potvrzeni puvodce krouZkovitosti a pro stanoveni virulence kultur
identifikovanych jako Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus musi byt
provedena zkouska patogenity.

10.1. Pfipravi se inokulum piblizng 10° bunék na ml z 3-dennich kultur testované izolované
latky a vhodného pozitivniho kmene Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

10.2. NaoCkuje se 5-10 stonkil mladych semenacku lilku vejcoplodého ve fazi 3 pravych listi.

10.3. Inkubuje se pfii teplot¢ 18-24 °C pii dostatecném svétle a vysoké relativni vlhkosti
s pfiméfenym zalévanim, aby nedoslo k pfemokieni nebo vyschnuti. U &istych kultur by
mélo béhem 2 tydnh nastat typické vadnuti, avSak rostliny, které po uplynuti této doby
nevykazuji zadné piiznaky infekce, by se mély inkubovat az 3 tydny pii teplotach
ptiznivych pro rast lilku vejcoplodého, ale neptesahujicich 25 °C. Jestlize se po 3
tydnech pfiznaky infekce nevyskytuji, nemize byt kultura povazovana za patogenni
formu Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

10.4. Izolace se provadi zrostlin s pfiznaky infekce odstranénim &asti stonku 2 cm nad
mistem inokulace. Pletiva se rozdrti a suspenduji v malém mnozstvi sterilni destilované
vody nebo 50 mM fosfatového pufiru. [zoluje se ze suspenze rozetienim nebo nanesenim
na MTNA a YPGA, inkubuje se po dobu 3-5 dni pii teploté 21-23°C a sleduje se vznik
kolonii typickych pro Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Dodatek 1
Laboratore podilejici se na optimalizaci a validaci protokolu
Laboratoft (*) Misto Zems

Agentur fur Gesundheit und Eméhrungssicherheit Videfi a Linec Rakousko

Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgie

Plantedirektoratet Lyngby Déansko

Central Science Laboratory York Anglie

Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skotsko

Laboratoire National de la Protection Végétaux, Unité de Bactériologie Angers Francie

Laboratoire National de la Protection Végétaux, Station de Quarantaine de Le Rheu Francie

la Pomme de Terre

Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Némecko

Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Némecko

State Laboratory Dublin Irsko

Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Nizozemsko

Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Centre Aas Norsko

Direccio-General de Protecciio das Culturas Lisabon Portugalsko

Nacionalni institut za biologijo Ljubljana Slovinsko

Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spanélsko

(') Kontaktni osoby: viz internetové stranka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Dodatek 2

Priprava pozitivnich a negativnich kontrol pro vySetfeni vykrojku testy PCR/IF a FISH

Vypéstuje se 72 hodinovéa kultura virulentniho kmene (. m. subsp. sepedonicus (NCPPB 4053 nebo PD 406)
na zakladnim médiu MTNA a suspenduje se v 10 mMfosfatového pufiu pro ziskani hustoty piiblizng 1 az 2 x
10% bungk schopnych tvorby kolonii/ml. Toho se obvykle dosahne prostiednictvim slabé zakalené suspenze
odpovidajici optické hustoté 0,20 — 600 nm.

Vykrojky pletiva se odeberou z pupkovych koncti 200 hliz odebranych z produkce odrtdy s bilou slupkou,
u které je jisté, Ze je prosta (. m. subsp. sepedonicus.

Pupkové vykrojky se zpracuji obvyklym zptisobem a resuspenduje se peleta v 10 ml.

Piipravi se 10 sterilnich mikrozkumavek o objemu 1,5 ml s 900 pl resuspendované pelety.

Pienese se 100 ul suspenze (. m. subsp. sepedonicus do prvni mikrozkumavky. Nechd se protiepat.
V nasledujicich p&ti mikrozkumavkach se provedou desetinna fedéni.

Sest kontaminovanych mikrozkumavek se pouzije jako pozitivni kontrola. Ctyii nekontaminované
mikrozkumavky se pouziji jako negativni kontroly. Mikrozkumavky se opatii Stitkem.

Ptipravi se alikvotni &asti z 100 pl ve sterilnich mikrozkumavkach o objemu 1,5 ml, ¢imz se ziskd 9 kopii
kazdého kontrolniho vzorku. Skladovani probiha pti teplot€ — 16 az — 24 °C az do doby pouziti.

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

Pro PCR test se provede extrakce DNA z pozitivnich a negativnich kontrolnich vzork pro kazdou sérii
zkusebnich vzork.

Pro IF a FISH testy se provedou kvantitativni rozbory pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorkl pro kazdou
sérii zkugebnich vzorki.

Pii kvantitativnich rozborech IF, FISH a PCR musi byt C. m. subsp. sepedonicus zjistén v nejméng v 10° a 10*
bunék/ml pozitivnich kontrol a nesmi byt zjistén v zadné z negativnich kontrol.

Dodatek 3
Pufry pro testovaci postupy
OBECNE: Neoteviené sterilizované pufty 1ze skladovat po dobu aZ jednoho roku.
L. Pufry pro extrakei
1.1, Extrakéni pufr (50 mM fosfdtovy pufr, pH 7,0)

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

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

SloZky se rozpusti, zkontroluje se pH a provede se sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

Uzite¢né mohou byt nasledujici slozky:

Ukel MnoZstvi (na litr)
Lubrolové vlo¢ky Protisrazlivy prostiedek (*) 0,5¢
DC silikonovy odpéiovad Odpéiovaci ¢inidlo (*) 1,0 ml
Tetrasodiumpyrofosfat Antioxidaéni ¢inidlo 10g
Polyvinylpyrrolidon-40 000 (PVP —40) Vazani inhibitori PCR 50g
(*) pro pouziti pii extrakci homogenizaci
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1.2, Peletovy pufr (10 mM fosfdatovy pufr, pH 7,2)

Tento pufr se pouZiva pro resuspenzi a fedéni extraktd z vykrojkd z pupkovych ¢asti bramborovych hliz
poté, co byly odstied’ovanim koncentrovany do pelety.

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

Slozky se rozpusti, zkontroluje se pH a provede se sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

2, Pufry pro IF test

2.1.  Pufry pro IF (10 mM fosfdatovy pufr ve fuziologickém roztoku (PBS), pH 7,2)

Tento pufr se pouziva k fedéni protilatek.

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

SloZzky se rozpusti, zkontroluje se pH a provede se sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min

22, [F-pufr-lween
Tento puft se pouziva k myti sklicek.

Prida se 0,1 % Tween 20 k pufiru pro IF.
23, Fosfatovy pufr v glycerolu, pA 7,6

Tento pufr se pouZziva jako kryci roztok na okénka skli¢ek na IF testy k zvy$eni fluorescence.

NagHPO4 12H2O 3,2 g

NaH,PO, . 2H,O 0.15¢g
Glycerol 50 ml
Destilovana voda 100 ml

Kryci roztoky jsou komeréng dostupné, napi. Vectashield®™ (Vector Laboratories) nebo Citifluor™ (Leica).

Dodatek 4

Stanoveni koncentrace IF a FISH pozitivnich bunék

Vypotita se primémy pocet typickych fluoreskujicich bun&k v jednom pozorovacim poli (c).
2, Vypocitd se pocet typickych fluoreskujicich bunék v okénku mikroskopického sklicka (C).

C=cxS/s,
kdeS = plocha jednoho pole na sklicku s vice jamkami a
s = plocha pole objektivu.

s = mi/4GK 7,

kdei = koeficient pole (v rozmezi od 8 — 24 podle typu okularu),
K = tubusovy koeficient (1 nebo 1,25),
G = zvétieni objektivu (100 x, 40 x atd.).

3. Vypotitd se pocet charakteristickych fluoreskujicich bun&€k na 1 ml resuspendované pelety (N).
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b

N=Cx 1000/ xF,

kde y = objem resuspendované pelety v kazdém okénku a
F = zted'ovaci faktor resuspendované pelety

Dodatek 5

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

Obecnd ristova média

Zivny agar (Nutrient agar = NA)

Zivny agar (Difco) 23g
Destilovana voda 1,001

Slozky se rozpusti a provede se sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

Zivny dextrézovy agar (Nutrient dextrose agar = NDA)

Difco bakto zivny agar obsahujici 1 % D(+) glukozy (monohydratu). Provede se sterilizace v autoklavu

pti 121 C po dobu 20 min.

Kvasni¢no-pepton-glukdzovy agar (Yeast peptone glucose agar = YPGA)

Kvasnicovy extrakt (Difco)
Baktopepton (Difco)

D(+) glukéza (monohydrat)
Baktoagar (Difco)
Destilovana voda

50¢g
50g
10,0 g
150g
1,001

Slozky se rozpusti a provede se sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

M¢édium s kvasnicovym extraktem a minerdlnimi solemi (Yeast extract mineral salts medium = YGM)

Kvasnicovy extrakt (Difco)
D(+) glukdza (monohydrat)
K;HPO,

KH,PO,

MgSO, . TH,O

MllSO4 . Hgo

NaCl

FeSO4 . 7H20

Baktoagar (Difco)
Destilovana voda

20g
25¢g
0,25¢
025¢g
0,1g
0,015g
0,05¢
0,005 g
18,0 g
1,001

Slozky se rozpusti a provede se sterilizace 0,5 1 média v autokldvu pii 115 °C po dobu 20 min.

Validovand selektivai riistovd média

Médium MTNA

Pokud neni uvedeno jinak, pochazeji viechny slozky médii z BDH.

Kvasnicovy extrakt (Difco)
Manit

K>HPO,

KH,PO,

20g

25¢g
025¢
025¢g
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MgS0O, . TH,0 0,1g
NaCl 0,05¢g
FeSO, . 7TH,0O 0,005 g
Agar (Oxoid &. 1) 16,0 g
Destilovana voda 1,001

Slozky se rozpusti, pH se¢ upravi na 7,2. Po autoklavovani (pfi 121 °C po dobu 15 min.) a ochlazeni
na 50 C se pfidaji antibiotika: trimethoprim 0,06 g, nalidixic acid 0,002 g, amphotericin B 0,01 g.

V z4sob€ se nechaji roztoky antibiotik: trimethoprim (Sigma) a nalidixic acid (Sigma) (ob& 5 mg/ml)
v 96 % metanolu, amphotericin B (Sigma) (1 mg/ml) v dimethyl sulfoxidu. Zasobni roztoky jsou
sterilizované filtraci.

Pozndamka:
Trvanlivost zékladntho média je 3 mé&sice. Po piidani antibiotik je trvanlivost | mésic pii skladovani
v chladu do 8 +/- 2 °C.

Médium NCP-88

Zivny agar (Difco) 230¢g
Kvasnicovy extrakt (Difco) 20g
D-manit 50g
KzHPO4 2,0 g
KH2PO4 0,5 g
Destilovana voda 1,001

Slozky se rozpusti,upravi se pH na 7,2. Po autokldvovani a ochlazeni na 50 °C se piidaji nasledujici
antibiotika: polymyxin B sulphate (Sigma) 0,003g, nalidixic acid (Sigma) 0,008 g, cycloheximide (Sigma)
02g.

Antibiotika se rozpusti pro pfipravu zasobnich roztokt nasledovné: nalidixic acid v 0,01 M NaOH,
cykloheximid v 50% etanclu, polymyxin B sulphate v destilované vod&. Zasobni roztoky se sterilizuji
filtraci.

Pozndamka:
Trvanlivost zakladniho média je 3 mésice. Po piidani antibiotik je trvanlivost 1 mésic pii skladovani
v chladu do 8 +/- 2 °C.

Dodatek 6
Validované protokoly a ¢inidla pro PCR

Pozndmka:

Uvodni testovani by mé&lo umoznit reprodukovateln¢ zjisténi nejmené 10% a7 10* bunck C. m. subsp.
sepedonicus na 1 ml vzorkového extraktu. Uvodni testovéni by také nemélo vykazovat zadné fale$né pozitivni
vysledky se skupinou vybranych kmeni bakterii.

1. Viceniasobny PCR protokol s interni PCR kontrolou (Pastrik, 2000)
1.1.  Oligomikieotidni primery

primer PSA-1 5'- cte ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’
primer PSA-R 5'- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’
primer NS-7-F 5'- gag gca ata aca ggt ctg tga tge -3’
primer NS-8-R 5’- tec gea ggt tea cct acg ga -3’

Piedpokladand velikost amplikonu z DNA C. m. subsp. sepedonicus $ablony = 502 bp (sada PSA-
primert).

Piedpokladana velikost amplikonu z interni PCR kontroly 18S rRNA =377 bp (sada NS- primert).
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1.2.

1.3.

1.4.

2.1.

Reakenit smés PCR

Cinidlo MnoZstvi na reakci Konednd koncentrace
Sterilni voda (UPW) 15,725 ul
10x PCR pufr (1) (15 mM MgCl,) 2,5ul Ix (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 ul 0.1%
Smés d-nTP (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer PSA-1 (10 uM) 0,5 0,2 uM
Primer PSA-R (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Primer NS-7-F (10 uM) (%) 0,1 ul 0,04 uM
Primer NS-8-R (10 uM) () 0,1l 0,04 uM
Taq polymeréza (5 U/ul) (V) 0,2 ul 10U
Vzorkové mnoZstvi 5,0 ul

Celkovy objem 25,0 ul

(') Metody byly validovany za pouziti Taq polymerazy Perkin Elmer (AmpliTaq nebo Gold) a Gibco

BRL.

(*)  Koncentrace primerii NS-7 F a NS-8-R byla optimalizovéna pro extrakci pupkové &asti bramboru
za pouziti homogenizaéni metody a purifikace DNA podle Pastrika (2000) (viz oddil 6.1 pism. a)
a06.2). Pfi pouziti extrakce tfepanim nebo jinymi metodami izolace DNA je nutna nova
optimalizace koncentraci &inidla.

Reakeni podminky pro PCR

Postupuje se podle nésledujiciho programu:

1 cyklus: i) 3 minuty pfi teploté€ 95 °C (denaturace DNA matrice)

10 cykla i) | minuta pfi teplot€ 95 °C (denaturace DNA matrice)
i) | minuta pfi teplot€ 64 °C (pfipojeni primert)
iv) 1 minuta pfi teploté 72 °C (prodluzovani kopie)

25 cykli V) 30 sekund pfi teploté 95 °C (denaturace DNA matrice)
vi) 30 sekund pii teploté 62 °C (pfipojeni primerii)
vii) 1 minuta pii teploté 72 °C (prodluzovani kopie)

1 cyklus viii) 5 minut pii teploté 72 °C (zavéreéna prodluzovani)
1X) Udrzuje se pfi teploté 4 °C

Pozndmka:

Tento program je optimalizovan pro pouziti s tepelnym cyklerem MI Research PTC 200. Pii pouziti
jinych modelt miize byt nutnd modifikace krokl cykla ii), iii) iv), v), vi) a vii).

Analyzy ampliconu restriktivaim enzymem

Produkty PCR amplifikované z DNA (. m. subsp. sepedonicus produkuji charakteristickou
mnohotvarnost délky fragmentu s enzymem Bgl Il po inkubaci pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut.
Fragmenty ziskané z fragmentu specifického pro C. m. subsp. sepedonicus maji rozméry 282 bp a 220 bp.

Piiprava nanaseciho pufru

Bromfenolova mody (10 % zdasobnt roztok)

Bromfenolova modf

Destilovana voda

Nandseci pufr

Glycerol (86 %)

Bromfenolova modr

Destilovana voda

5¢
50 ml

35ml
300 ul
6,2ml
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3. Pufr 10x TRIS-acetat-EDTA (TAE), pH 8,0

TRIS 484 ¢
Ledova kyselina octova 11,42 ml
EDTA (sodna sil) 372¢g
Destilovana voda 1,001

Pi'ed pouZitim se zi'edi na 1x.

Také komeréng dostupné (napi’. [nvitrogen nebo rovnocenné).

Dodatek 7
Validovana ¢inidla pro FISH test

1. Oligosondy

Sonda specifickéd pro Cms CMS-CY3-01: 5’- ttg cgg gge gea cat cte tge acg -3’
Nespecificka eubakterialni sonda EUB-338-FITC: 5’- gct gee tee cgt agg agt-3°
2, Fixa¢ni roztok

/ UPQ,Z()RNENI’: FIXACNI ROZTOK OBSAHUJE PARAFORMALDEHYD, KT ERY JE TOXIC KY!
POUZIVAT RUKAVICE A NEVDECHOVAT. DOPORUCUJE SE PRACOVAT V DIGESTORI.]

i)  Zahfeje se 9 ml molekularng ¢isté vody (napt. Ultra pure water = (UPW)) na teplotu piiblizn€ 60 °C
apfida se 0,4 g paraformaldehydu. Paraformaldehyd se rozpusti po ptidani 5 kapek 1IN NaOH
a zamichanf magnetickym michadlem.

ii) Upravi se pH na 7,0 pfidanim 1ml fosfatového pufru 0,1 M (PB; pH 7.0) a 5 kapek HCI 1N.
Indika¢nim prouzkem se zkontroluje pH a v piipadé potfeby se upravi pomoci HCI nebo NaOH.

JUPOZORNENL: V ROZTOCICH S PARAFORMALEDHYDEM NEPOUZIVAT MERIC pH!|

iii) Roztok se piefiltrujte pies membranovy filtr 0,22 um a skladuje se chranény pied prachem pii teploté
4 °C do dal%iho pouziti.

iv)  Pozndmka:
Alternativni fixa¢ni roztok: 96 % etanol.

3. 3x Hybmix

NaCl 27M
Tris-HCI 60 mM (pH 7.4)
EDTA (sterilizovany pies filtr a autokldvovany) 15 mM

Ziedi se az 1x, podle potieby.

4, Hybridiza¢ni roztok

Ix Hybmix

Sodium dodecyl sulfat (SDS) 0,01 %
Sonda EUB 338 5 ng/ul
Sonda CMSCY301 5 ng/ul

Pripravi se mnoZstvi hybridiza¢niho roztoku podle vypoéti v tabulce. Pro kazdé sklicko (obsahujici
dvojmo 2 rizné vzorky) je tieba 90 ul hybridiza¢niho roztoku.

Tabulka: Doporu¢ena mnoZzstvi pro piipravu hybridiza¢ni smési
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2 sklicka 8 sklicek

Sterilni ultra ¢ista voda 50,1 2004

3x hybmix 30,0 120,0

1% SDS 0,9 3,6

sonda EUB 338 (100 ng/ul) 4.5 18,0

sonda CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Celkovy objem (ul) 90,0 360,0

Pozndmka.:

Viechny roztoky obsahujici svétlocitlivé oligosondy se uchovévaji v temnu pii teploté¢ — 20 °C. B&hem
pouziti je nutné je ochrafiovat pied ptimym sluneénim zafenim nebo elektrickym svétlem.

S. 0,1M fosfatovy pufr, pH 7,0

Na,HPO 4 852¢
KH;PO, 544 g
Destilovana voda 1,001

Slozky se rozpusti, zkontroluje se pH a sterilizuje se autoklavovanim pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Dodatek 8

Péstovani lilku vejcoplodého

Semena lilku vejcoplodého (Solanum melongena) se vyseji do pasterizovaného vysevniho substratu. Semenacky
s plné& rozvinutymi dé¢loznimi listky (10 az 14 dni) se piepichuji do pasterizovaného péstebniho substratu.

Lilek by se mé&l pé&stovat ve skleniku za nasledujicich podminek:

D¢lka dne; 14 hodin nebo pfirozena délka dne, pokud je delsi;
Teplota: den: 21 az 24 °C,
noc: 15°C.

Vhodné odridy lilku vejcoplodého  , Black Beauty*,
,Long Tom®,
Rima“,
,.Balsas®.

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

Dodatek 9
Gramovo barveni v Huckerové modifikaci (Doetsch, 1981) (')

Roziok krystalové violeti

Rozpusti se 2 g krystalové violeti v 20 ml 95 % etanolu.
Rozpusti se 0,8 g §tavelanu amonného v 80 ml destilované vody.

Oba roztoky se smichaji.

Lugoluw jédovy roztok

Jod lg
Jodid draselny 2g
Destilovana voda 300 ml

Pevné latky se spolecné rozetfou pomoci tloucku v misce. Nasypou se do vody a michaji se v uzaviené nadobé

do rozpu¥téni.
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Safraninovy roztok kontrasiniho barviva
Zasobni roztok:

Safranin O 25¢g
95 % etanol 100 ml

Zamicha se a ulozi se.

Redéni: 1:10 pro ptipravu pracovniho roztoku.

Postup barveni

Pripravi se roztéry, vysusi se na vzduchu a fixuji se zahtatim.
Sklicko se zalije roztokem krystalové violeti a nechd se piisobit 1 minutu.

W=

Kratce se omyje pod tekouci vodou.
Zalije se Lugolovym jodovym roztokem a necha se plisobit po dobu jedné minuty.
Oplachne se pod tekouci vodou a vysusi se savym papirem.

S

Odbarvuje se pomoci po kapkéch piidavaného 95 % etanolu tak dlouho, pokud se vyplavuje barvivo, nebo
ponofenim za jemného pohybovani do etanolu na dobu 30 sekund.

Oplachne se pod tekouci vodou a vysu§i se savym papirem.

®©

. Zalije se safraninovym roztokem a necha se puisobit 10 s.
Oplachne se pod tekouci vodou a vysusi se savym papirem.

Grampozitivni bakterie se zbarvi fialov€ modfe, gramnegativni bakterie se zbarvi riZovocerveng,

(I)Mohou se také pouzit komeréné dostupné roztoky nebo barvici soupravy.
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B. METODY DIAGNOZY, DETEKCE A IDENTIFIKACE
PUVODCE HNEDE HNILOBY

Predlozené postupové diagramy popisuji riizné postupy, které jsou souéasti:

1) diagnozy hnédé hniloby v hlizach bramboru a bakterialniho vadnuti bramboru,
rajCete a n€kterych dalSich hostitelskych rostlin,

i) detekce Ralstonia solanacearum ve vzorcich hliz bramboru, rostlin bramboru,
rostlin rajete a jinych hostitelskych rostlin, a ve vzorcich vody a pidy,

iii) identifikace Ralstonia solanacearum (R. solanacearum)

OBECNE ZASADY

Optimalizované protokoly pro riizné metody, schvalena ¢inidla a podrobnosti pro piipravu
testovanych a kontrolnich materiald jsou uvedeny v dodatcich. Seznam laboratofi, které se
podilely na optimalizaci a validaci protokoli, je v dodatku 1.

Protoze protokoly obsahuji zjisténi karanténniho organismu a zahmuji pouxiti
zivotaschopnych kultur R. solanacearum jako kontrolnich materidli, je nutné pracovat
za vhodnych karanténnich podminek s odpovidajicim zafizenim na odstranovani odpadii a
za podminek stanovenych ptisluSnym povolenim rostlinolékatské spravy.

Testovaci parametry musi zajiStovat stalé a reprodukovatelné zjisténi urovni R. solanacearum
jako stanovené prahy vybranych metod.

Zcela nezbytnd je ptesnd pfiprava pozitivnich kontrol.

Testovani podle pozadovanych prahil také zahrnuje spravné nastaveni, adrzbu a kalibraci
zafizeni, peclivé zachazeni s Cinidly a jejich uchovavani a vSechna opatfeni pro zamezeni
kontaminace mezi vzorky, napt. oddéleni pozitivnich kontrol od testovanych vzorkid. Musi
byt uplatnéno standardni fizeni kvality, aby se zabranilo administrativnim a jinym chybam,
zvlaste pfi oznacovani a v dokumentaci.

Podezieni z wvyskytu, jak je uvedeno v § 4 odst. 1, naznaCuje pozitivni vysledek
z diagnostickych nebo screeningovych testli provedenych na vzorku, jak je znazornéno v nize
uvedenych postupovych diagramech. Prvni pozitivni screeningovy test ( test IF, PCR/FISH,
selektivni izolace) musi byt potvrzen druhym screeningovym testem zaloZzeném na jiném
biologickém principu.

Pokud je prvni screeningovy test pozitivni, existuje podezieni na infekci R. solanacearum a
musi byt proveden druhy screeningovy test. Pokud je 1 druhy screeningovy test pozitivni, pak
je podezieni potvrzeno a musi se pokratovat v testovani podle daného schématu. Jestlize je
druhy screeningovy test negativni, pak vzorek neni povazovan za infikovany
R. solanacearum.

Potvrzena pritomnost podle §. 5 odst. 1 vyzaduje izolaci a identifikaci Cisté kultury
R. solanacearum s potvrzenim patogenity.
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1. Pouziti postupovych diagramii

1.1. Postupovy diagram pro diagnézu hnédé hniloby a bakteridlniho vadnuti (Ralstonia
solanacearum) hliz bramboru a rostlin bramboru, rajéete a jinych hostitelskych
rostlin vykazujicich priznaky hnédé hniloby nebo bakterialniho vadnuti

Postup testovani je ur€en pro hlizy a rostliny bramboru s podezienim z vyskytu nebo
typickymi pfiznaky hnédé hniloby nebo bakterialniho vadnuti. Zahrnuje rychly
screeningovy test, izolaci patogena z infikovaného vodivého pletiva na selektivni Zivné
pud¢ a v piipad€ pozitivniho vysledku identifikaci kultury Ralstonia solanacearum.

Hilza (hiizy} nebo rostlina (rostliny} bramboru, rajtete nebo jiného hostitels s piiznaky
podezielymi 2 viskytu na hnédou hnilobu nebo bakteriaing vadnuti{1)

RYCHLE DIAGNOSTICKE TESTY (9

Provedeni ngjméns jednoho 2 nasiedujicich testd
damnglé diagnézy:

<>—~ ~— test tefeni bakteriaintho slizu %)

- pty-B-tpdroxybutyratovy test (%)

- girologicky aglutinadni test (%)

—test IF Cp/ FISH {73/ ELISA M1/ PCR (%)

IZOLACE VODIVEHO PLETIVA () )

Kolbnie-s typlckou morfologil £ ]

R solanacearcmneziistén
Vizorek nient infikovan
R.solanacearum

(

Ziskani Gisté koltury j

( IDENTIFIKACNI TESTY (%) }—<>——( TEST PATOGENITY () ]

( Oba testy potvrzall Sistou kalturu R solanacearum J

Yzorek nani infikovan
R solanacearum

( Vzorek je infikovan R. solanacearum J
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1)  Popis pfiznaki se nachazi v oddile 2.1.

2) Rychlé diagnostické testy usnadiluji pfedb&Znou diagnozu, ale nejsou dokonalé. Negativni vysledek
naznacuje vzdy nepfitomnost patogenu.

3) Test na vytok slizu ze svazkii cévnich stonku je popsan v oddile 6.1.1.

4)  Test na pfitomnost granuli poly-B-hydroxybutyratu je popsan v oddile 6.1.2.

5) Sérologické aglutinalni testy bakteridlniho slizu nebo extrakti z pletiva vykazujiciho pfiznaky jsou
popsany v oddile 6.1.3.

6) Test IF bakteridlniho slizu suspendovaného ve vod€ nebo extraktech pletiva vykazujictho piiznaky je
popséan v oddile 6.1.5.

7) Test FISH bakterialniho slizu suspendovaného ve vodé nebo extraktech pletiva vykazujiciho pfiznaky je
popséan v oddile 6.1.7.

8) Test ELISA bakteridlniho slizu suspendovaného ve vod& nebo extraktech pletiva vykazujiciho ptiznaky je
popsan v oddile 6.1.8.

9) Test PCR bakteridlniho slizu suspendovaného ve vod€ nebo extraktech pletiva vykazujiciho piiznaky je
popséan v oddile 6.1.6.

10) Patogen je obvykle snadno izolovatelny z rostlinného materidlu vykazujiciho piiznaky metodou
zied’'ovacich roztérl (postupnym fedénim) (viz. v oddile 2.3.).

11) Typicka morfologie kolonie je popsana v oddile 2.3.d.

12) Kaultivace mize selhat pii pokrodilych fazich infekce z divodd konkurence nebo bujného ristu
saprofytickych bakterii. Jestlize jsou piiznaky infekce typicke, ale izolaéni test je negativni, musi s¢ izolace
opakovat, nejlépe kultivaci na selektivnich Zivaych padach.

13) Spolehliva identifikace Cistych kultur R. solanacearum se provede pomoci testli popsanych v bodu 6.2.
Dil&i specifické charakteristika je nepovinng, ale doporucuje se pro kazdy novy piipad.

14) Test patogenity je popsan v bodu 6.3.

1.2. Postupovy diagram pro detekci a identifikaci Ralstonia solanacearum ve vzorcich
hliz bramboru nevykazujicich priznaky

Testovani je urceno ke zjisténi latentnich infekci v hlizach bramboru. Pozitivni vysledek
alespofi ze dvou screeningovych testl (viz poznamka v diagramu 3), z nichz kazdy je
zalozen na jiném biologickém principu, musi byt doplnén izolaci patogenu a dale, v
pfipad¢ izolace typickych kolonii, potvrzenim, ze Cista kultura je R. solanacearum.
Pozitivni vysledek pouze z jednoho screeningového testu neni dostacujici k tomu, aby
byl vzorek povazovan za Podezfel}'/. Screeningové testy a izolacni testy musi umoznit
detekéni prah 10° az 10" bunék/ml resuspendované pelety zahrnuty jako pozitivni
kontroly v kazdé sérii testa.
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( Vzorek hilz brambory (1) )
1
( Exfrakee akoncentrace patogeny (7 )

SCREENINGOVE TESTY VODIVEHO PLETIVA ()
TestiF ("} # setektivni izolace {7}/ test PCR (%) / test FISH {7}
Volitelny pomocny test: ELISA (%)

I
( Prvni scresningovy test (%) )

Cram)

R solanscearum neziisian
Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

R. solahscearum nezjisian
Vzorek neniinfikovan
R. svlanacearum

4 Megatival

( Selektivni izolace (*) anebo biotest ) )
i

( Kidonie s typicked morfologii 7% }

R solanacearum neziistén
Vzorek neni infikovan
K. solanacearum

’HE i”} ‘ .

( Ziskan? Sisté kubury )

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

( DOba testy potvrzufl Sistou kullwru R solanaceaium }

Vzorek neni infikovan
R. solanacesrum

[ Vzorak je infikovan R, solanacearinn }
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1) Standardni velikost vzorku je 200 hliz, ackoli postup 1ze pouzit i na men&i pocet, jestlize 200 hliz neni
k dispozici.

2)  Metody extrakce a koncentrace patogenu jsou popsany v oddile 3.1.1.

3) Pokud jsou alespoii dva testy zalozené na rtznych biologickych principech pozitivni, musi byt provedena
izolace a potvrzeni. Provede se negjméné jeden screeningovy test. Je-li test negativni, je vzorek povazovan
za negativni, V piipadé, Ze je test pozitivni, je pro validaci prvniho pozitivniho vysledku nezbytny jesté
jeden nebo vice screeningovych testii zaloZenych na riznych biologickych principech. Je-li druhy nebo
dalsi test negativni, je vzorek povaZovan za negativni. Dalsi testy nejsou nutné.

4)  Test IF je popsan v oddile 6.1.5.

5) Test selektivni izolace je popsan v oddile 6.1.4.

6) Testy PCR jsou popsany v oddile 6.1.6.

7) Test FISH je popsan v oddile 6.1.7.

8) Testy ELISA jsou posany v oddile 6.1.8.

9) Biotest je popsan v oddile 6.1.9.

10) Typicka morfologie kolonie je popsana v oddile 2.3.d.

1'1) Kultivace nebo biotest mohou selhat z dtivodd konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Jsou-1i
ve screeningovych testech ziskany pozitivni vysledky, ale izolaéni testy jsou negativni, je tieba opakovat
izolacni testy ze stejné pelety nebo dodatenym odebranim vodivého pletiva z blizkosti pupkového konce
hliz stejného vzorku, piipadné provést test s dal§imi vzorky.

12) Spolehlivé identifikace Cistych kultur podezielych na 2. solanacearum se dosahne pomoci testii popsanych
v oddile 6.2.

13) Test patogenity je popsan v oddile 6.3.
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Postupovy diagram pro detekci a identifikaci Ralstonia solanacearum ve vzorcich rostlin
bramboru nevykazujicich ptiznaky, rostlin rajete nevykazujicich ptiznaky nebo rostlin jinych
hostitelskych rostlin nevykazujicich pfiznaky

( Vzorek Gasti stonkd (1) )

( Extrakcs a Koncentrade patogsnu () )

SCREENINGOVE TESTY VODIVEHO PLETIVA &)
Selektivhiizalace (*1 1 testIF (%17 lest PCR (8 T test FiSH &

Volitelny pumocny test: ELISA (B}, biotast (%)

Kolonie ¢ typickou morfalogii {19) ; Wiechny provedens testy
[ oo izoladi g nagativni
|
2
R splanacasrum neziididn
Vzorek neni infikovan
R. solanacearum
X

( Ziskant disté kultury )

( IDENTIFIKAGNI TESTY (%) }——<>__{ TEST PATOGENITY () )

( Oba testy potvrzujl Sistou kultury J

R solanacestum

Vzarek neniinfikovan
R solanacearum

[ Vzorek je infikovan J

R.solanacearum

1) Viz. oddil 3.2.1. , kde jsou uvedeny doporuené velikosti vzorki.

2) Metody extrakce a koncentrace patogenu jsou popsany v oddile 3.2.1.

3) Pokud jsou alespoti dva testy zalozené na rliznych biologickych principech pozitivni, musi byt provedena
izolace a potvrzeni. Provede se alespoii jeden screeningovy test. Je-li test negativni, je vzorek povazovan za
negativni. V piipad&, Ze je test pozitivni, vyZzaduje se pro validaci prvniho pozitivniho vysledku provedeni
druhého nebo vice screeningovych testi zalozenych na rliznych biologickych principech. Jsou-li druhy
nebo dalsi testy negativni, povaZzuje se vzorek za negativni. Dalsi testy nejsou nutné.

4)  Selektivni izolacni test je popsan v oddile 6.1.4.

5) TestIF je popsdn v oddile 6.1.5.

6) Testy PCR jsou popsany v oddile 6.1.6.
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7) Test FISH je popsén v oddile 6.1.7.

8) Testy ELISA jsou popsany v oddile 6.1.8.

9) Biotest je popsan v oddile 6.1.9.

10) Typicka morfologie kolonie je popsana v oddile 2.3.d.

11) Kultivace nebo biotest mohou selhat z divodii konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Jsou-1i
ve screeningovych testech ziskany pozitivni vysledky, ale izola¢ni testy jsou negativni, opakuji se izolaéni

testy.

12) Spolehlivé identifikace Cistych kultur, u kterych je podezieni, Ze se jedna o R. solanacearum, se dosahne
pomoci testd popsanych v oddile 6.2.
13) Test patogenity je popsan v oddile 6.3.

2. Diagnoéza puvodce hnédé hniloby
2.1. Priznaky

2.1.1. Ptiznaky u bramboru

Rostlina bramboru. Rana faze infekce v polnich podminkach se rozpozna vadnutim
listd smérem k vrcholu rostliny pfi vysokych teplotdch béhem dne, pfi¢emz v noci
dochazi k zotaveni. V ranych fazich vadnuti zustavaji listy zelené, ale pozdé&ji
Zloutnou a objevuji se hnédé nekrdzy. Dochdzi také k ohybani listii dolt. Vadnuti
jednoho vyhonku nebo celé rostliny se rychle stava nevratnym a konci kolapsem a
vhynutim rostliny. Z cévnich svazkli napfi¢ ufiznutych stonkii zvadlych rostlin
obvykle vytéka hnédy a mlécny bakteridlni sliz nebo je mozné sliz vymacknout.
Pti ponofeni ufiznutého stonku svisle do vody se z cévnich svazku tahnou vlakna
slizu.

Hliza bramboru. Hlizy bramboru je tfeba pfekrojit napii¢ u pupkového konce a
podélné pies pupkovy konec. V rané fazi se infekce pozna podle 1dhvové zlutého az
svétle hnédého zabarveni cévniho prstence, ze kterého po n€kolika minutach zaéne
prystit bledy krémovy bakteridlni sliz. Pozd€ji se cévni zbarveni stava vyraznéji
hnédym a odumieni se miiZe rozsifit do parenchymatického pletiva. V pokrocilejsich
fazich se infekce rozsifi vn€ od pupkového konce hlizy a z ocek mize vytékat
bakteridlni sliz, na ktery se pfilepuji Castice pady. Na slupce se mohou objevit
Cervenohnéda, lehce propadla mista jako dusledek vnitiniho kolapsu cévniho pletiva.
V pokrocilejSich fazich infekce je obvykly sekundami rozvoj mékkych hnilob
bakterialniho a houbového piivodu.

2.1.2. Piiznaky u rajcete

Rostlina rajcete. Prvnim viditelnym pfiznakem je povadly vzhled nejmladSich listd.
Za priznivych podminek pro patogena (teplota pidy kolem 25°C, pfi nasycené
vzdusné vlhkosti) se béhem n€kolika malo dni rozvine krouceni list smérem dolu a
vadnuti na jedné strané rostliny nebo celé rostliny, které konli jejim Gplnym
odumfenim. Za méné pfiznivych podminek pro patogena (teplota plidy méné
nez 21°C) rostlina tolik nevadne, ale na stonku se muze tvofit vétsi poCet postrannich
vyhont. Je mozné pozorovat vodou nasaklé pruhy od spodu stonku, které jsou
dokladem odumirani cévniho systému. Pfi pfi¢ném fezu stonkem vylucuji hnédé
zbarvend vodiva pletiva bily nebo nazloutly bakteridlni sliz.

2.1.3. Ptiznaky u jinych hostiteli

Rostliny Solanum dulcamara a S. nigrum. Za normalnich podminek jsou u téchto
plevelnych hostitelskych rostlin zfidkakdy pozorovény piiznaky vadnuti, pokud
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teploty pudy neptfevySuji 25°C nebo neni extrémné vysokd koncentrace inokula
(napf. u rostliny S. nigrum rostouci u nemocné rostliny bramboru nebo rajéete). Pii
vadnuti jsou pfiznaky stejné jako u rostliny rajcete. Nevadnouci rostliny
S. dulcamara, ktera ma stonky a koteny ve vod€, mohou vykazovat vnitini svétle
hnédé zbarveni vodivych pletiv na pfi€ném fezu spodni Casti stonku nebo Casti
stonku pod vodou. Z fezu cévnich svazkli mohou vytékat bakterie nebo mohou tvofit
vlakna slizu, jestlize je fez stonku ponoten svisle do vody, a to 1 pfi absenci ptiznakl
vadnuti.

2.2. Rychlé screeningové testy

Rychlé¢ screeningové testy mohou napomoci pifedbézné diagnodze, ale nejsou dostacujici.
Pouzije se jeden nebo vice nasledujicich testi:

2.2.1. Test na vytok slizu ze stonku
(Viz. 6.1.1.)

2.2.2. Test na pfitomnost granuli poly-p-hydroxybutyratu (PHB)

Charakteristické granule PHB v butikach R. solanacearum jsou zviditelnény
obarvenim tepelné fixovanych skvm bakteridlnitho slizu z infikovaného pletiva
na mikroskopickém sklicku nilskou modii A nebo sidanskou ¢erni (viz. oddil 6.1.2.).

2.2.3. Sérologické aglutina¢ni testy
(Viz. oddil 6.1.3.)

2.2.4. Jiné testy

Dal$imi vhodnymi rychlymi screeningovymi testy jsou test IF (viz.oddil 6.1.5.), test
FISH (viz.oddil 6.1.7.), testy ELISA (viz.oddil 6.1.8.) a testy PCR (viz. oddil 6.1.6.).

2.3. Postup priizolaci

a)  Odebere se sliz nebo vrstva zbarveného pletiva z cévniho prstence hlizy bramboru
nebo z cévnich vlaken stonku rostliny bramboru, rajcete nebo jiné vadnouci
hostitelské rostliny. Suspenduje se v malém mnozstvi sterilni destilované vody
nebo 50mM fosfatového pufru (dodatek 4) a necha se 5-10 minut stat.

b)  Piipravi se fada desetinasobnych fedéni suspenze.

¢)  Pfenese se 50-100 ul suspenze a roztoku na universdlni zivnou pudu (NA, YPGA
neboSPA; viz. dodatek 2) a/nebo Kelmanovo tetrazolové médium (dodatek 2)
a/nebo validované selektivni médium (napt. SMSA, viz. dodatek 2). Rozete se
metodou zfedovacich roztérd. Pfipravi se pfipadné samostatné misky
s rozfed&nou buné¢nou suspenzi R. solanacearum biovar 2 k pozitivni kontrole.

d)  Inkubuje se 2-6 dni pfi teplote 28°C.

- Na universalni Zivné pid€ vytvareji virulentni izolaty R. solanacearum perlové
krémové bilé, ploche, nepravidelné a fluidni kolonie, ¢asto s charakteristickymi
spiralkami ve stfedu. Aviruletni formy R. solanacearum tvori malé kruhové
nefluidni méslovité kolonie, které jsou zcela krémové bilé.
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- U Kelmanova tetrazolového média a média SMSA jsou spirdlky krvavé
Cervené zbarvené. Aviruletni formy R. solanacearum tvofi malé kruhové
nefluidni maslovité kolonie, které jsou zcela temné Cervené.

2.4 TIdentifikacni testy Ralstonia solanacearum

Testy potvrzujici vyskyt R. solanacearum v podezielych izolatech jsou popsany v bodu
6.2.

3. Detekce a identifikace piivodce hnédé hniloby ve vzorcich hliz
bramboru

3.1. Podrobné metody pro detekci a identifikaci Ralstonia solanacearum ve vzorcich
bezpriznakovych hliz bramboru

3.1.1. Ptiprava vzorki

Pozndmka:

- Standardni velikost vzorku je 200 hliz na jeden test. Intenzivn&jsi vzorkovani vyZzaduje vice testi
na vzorcich této velikosti. VEt& mnozstvi hliz ve vzorku vede k zpomaleni nebo sloZit€j§imu
vykladu vysledkil. Postup lze vhodné pouzit i pro vzorky s méné nez 200 hlizami, pokud je
k dipozici men&i mnoZzstvi hliz.

- Validace viech nize uvedenych zjitovacich metod je zaloZzend na testovani vzorkd o velikosti
200 hliz.

- Extrakt bramboru popsany niZe miZe byt rovn&Z pouZit pro zjisténi plvodce bakteridlni
krouzkovitosti bramboru. Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Nepovinn€ oSetieni pied pfipravou vzorku

a) Inkubace vzorkli pfi teplot¢ 2-30°C po dobu az 2 tydni pied testovanim
na podporu mnozeni vSech populaci R. solanacearum.

b)  Hlizy se omyji. Pouziji se vhodné desinfek¢ni prostiedky (s obsahem chloru,
jestlize ma byt proveden PCR test, pro odstranéni patogenni DNA) a myci
prostfedky mezi kazdym vzorkem. Hlizy se nechaji oschnout na vzduchu. Tento
postup myti je vhodny zv1asté v piipadé€, kdyz je ve vzorcich pfili§ zeminy nebo
jestlize ma byt proveden test PCR nebo pifima izolace.

3.1.1.1. Pomoci cistého a dezinfikovaného skalpelu nebo noze na zeleninu se odstrani
slupka na pupkovém konci kazd¢ hlizy, tak aby bylo viditelné vodivé pletivo.
Opatrné se vytiznou malé vykrojky vodivych pletiv na pupkovém Kkonci.
Mnozstvi pletiva nezahrnujici cévni svazky se omezi na minimum.

Pozndmka:
V3echny (hnijici) hlizy s podeziclymi piiznaky hn&dé hniloby se daji stranou a testuji se oddéleng.

Pokud jsou pii vyfiznuti vykrojku zjistény piiznaky podezieni na hn&dou hnilobu, provede
se vizualni vy3etfeni takové hlizy na fezu hlizy na pupkovém konci. Viechny natfiznuté hlizy
s podezielymi pfiznaky se uchovavaji po dobu nejméné 2 dnl pii pokojové teplot€, aby mohlo
dojit ke zkorkovaténi (suberizaci) a potom se uchovavaji v chladu (4-10°C) za ftadnych
karanténnich podminek. Viechny hlizy vCetné hliz s podezielymi ptiznaky by mély byt uchovany
podle piilohy 111.
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3.1.1.2. Vykrojky z pupkové ¢asti se ulozi do nepouzitych nadob na jedno pouziti, které
jsou uzaviratelné a/nebo utsnitelné (v piipade€, Ze nadoby jsou znovu pouzivany,
musi byt dikladné vyclistény a dezinfikovany prostiedky s obsahem chléru).
Nejlépe je zpracovat vykrojky z pupkového konce okamzité. Neni-li to mozné,
uchovavaji se v nadobé bez pfidani pufru; v chladu nejdéle 72 hodin nebo
pii pokojové teploté (18 -25 °C) nejdéle 24 hodin.

Vykrojky z pupkovych koncii se zpracuji jednim z nasledujicich postupti:

a) Zaliji se dostateCnym mnoZstvi (piiblizn€¢ 40 ml) extrakéniho pufru
(dodatek 4) a tfepou se v rotatni tfepalce (50-100 ot./min) 4 hodiny
pfi teploté niz8i nez 24 °C nebo 16-24 hodin chlazené,

nebo

b)  homogenizuji se dostateCnym mnozstvi (pfiblizné¢ 40 ml) extrakéniho pufru
(dodatek 4) bud’ v mixéru (napt. Waring nebo Ultra Thurax) nebo drcenim
v utésnéném maceracnim sacku na jedno pouzZiti (napt. silny polyethylenovy
sa¢ek Stomacher nebo Bioreba, 150mm x 250mm, sterilovany zafenim)
pomoci gumového tloucku nebo vhodného mleciho zatizeni (napt. Homex).

Pozndmka:
P#i homogenizaci vzorkli pomoci mixéru existuje vysoké nebezpedi kiizové kontaminace
vzorkli. Je nutné zamezit vzniku aerosolu nebo rozliti b&hem extrakéniho procesu.

Pro kazdy vzorek se pouziji Cerstvé sterilované noZe (ostii) a nadoby. Pfi testu PCR je
nutno zabranit pienosu DNA na nadobach nebo v mlecim pfistroji. U testu PCR se
doporucuje pouzit dreceni v sd¢cich na jedno pouZiti a pouziti zkumavek na jedno pouZiti.

3.1.1.3. Supernatant se dekantuje. Je-li pfili§ zakaleny, prolisti se bud pomalym
odstfedovanim (nejvys 180 g po dobu 10 minut pii teplot¢ 4-10°C) nebo
vakuovou filtraci (40-100pm), filtr se omyje pridavkem (10ml) extrakéniho pufru.

3.1.1.4. Bakterialni frakce se zahusti odstfed'ovanim, 7 000g po dobu 15 minut (nebo 10
000g po dobu 10 minut) pfi teploté 4-10°C a odstrani se supernatant, aniz by se
rozvitila peleta.

3.1.1.5. Peleta se resuspenduje v 1,5 ml peletového pufru (dodatek 4). Pouzije se 500 ul
pro R. solanacearum, 500 pl pro Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a
500 wul pro referencni ucely. Pfida se sterilni glycerol na kone¢nou koncentraci
10 - 25% (v/v) k 500 pl referenéni pomémé Casti a ke zbyvajici ¢asti vzorku,
promicha se vifenim a uloZzi se pfi teplote€ -16 az -24°C (tydny) nebo -68 az -86°C
(mésice). Extrakty se uchovavaji béhem testovani pii teploté 4-10°C.

Opakovan¢ zmrazeni a rozmrazeni se nedoporucuje.
Je-li nutna preprava extraktu, zajisti se preprava v chladicim boxu s doru¢enim
do 24 az 48 hodin.

3.1.1.6. Je nezbytn€ nutné, aby vSechny pozitivni kontroly a vzorky R. solanacearum byly
uchovany a zpracovany oddé€lené, aby se zabranilo vzajemné kontaminaci.
To plati pro sklicka IF a vSechny testy.

3.1.2. Testovani
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32. Po

Postupové diagramy a popisy testll a optimalizovanych protokoll jsou v prisluSnych
dodatcich:

Selektivni izolace (viz. oddil 6.1.4.)
IF test (viz.oddil 6.1.5.)

Testy PCR (viz. oddil 6.1.6.)

Test FISH (viz. oddil 6.1.7.)

Testy ELISA (viz. oddil 6.1.8.)
Biotest (viz. oddil 6.1.9.)

drobné metody pro detekei a identifikaci R. solanacearum ve vzorcich

bezpriznakovych rostlin bramboru, rajéete nebo jinych hostitelskych rostlin

3.2.1.

32.1.1.

Ptiprava vzorki

Pozndmka:

Pro udely detekce latentnich populaci R. solanacearum se doporucuje testovat smisené vzorky. Postup
1ze vhodné pouzit na smisené vzorky o poctu az 200 stonkovych ¢asti. Provadi-li se priizkum, mél by
byt zaloZen na statisticky reprezentativnim vzorku zkoumané rostlinné populace.

Do uzaviené sterilni nadoby se ulozi 1-2 cm dlouhé kousky stonki podle
nasledujiciho postupu vzorkovani:

Rajcatové sazenice z predpéstirny: Cistym dezinfikovanym noZem se odebere
kousek dlouhy 1 cm z paty kazdého stonku hned nad trovni zem¢.

Rostliny z pole nebo skleniku: Cistym dezinfikovanym noZem se odebere
nejspodnéjsi postranni vyhonek z kazdé rostliny ufiznuty hned nad spojenim
s hlavnim stonkem. Odebere se nejspodnéjsi, 1 cm dlouhy dil z kazdého vyhonku.

Jiné hostitelské rostliny: Cistym dezinfikovanym noZem nebo zahradnickymi
ntizkami se odebere 1 cm dlouhy dil z paty kazdého stonku hned nad trovni zemé.
U lilku potméchuti (S. dulcamara) nebo jinych hostitelskych rostlin rostoucich
ve vodé se odeberou 1-2 cm dily ze stonku pod vodou nebo oddenkii s vodnimi
kofeny.

Pti vzorkovani urcité oblasti se doporucuje testovat statisticky representativni
vzorek o poctu nejméné 10 rostlin na 1 vzorkovaci misto pro kazdou potencialni
plevelnou hostitelskou rostlinu. Detekce patogenu bude nejspolehlivéjsi v obdobi
pozdniho jara, 1éta a podzimu, ackoli pfirozenou infekci je mozné zjistit po cely
rok u vicelet¢ Solanum dulcamara rostouci ve vodnich tocich. Mezi znamé
hostitelské rostliny patii plevelné rostliny bramboru, Solanum dulcamara,
S. nigrum, Datura stramonium a dal$i zastupci Celedi Solanaceae. Dal$imi
hostitelskymi rostlinami jsou rostliny rodu Pelargonium spp. a Portulaca
oleracea. Né&které evropské plevelné druhy, které mohou hostit populace
R. solanacearum biovar 2/Race 3 v kotenech a/nebo oddencich za specifickych
podminek, zahrnuji Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum,
Chenopodium album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus
scleratus, Rorippa spp, Rumex spp., Silene alba, S. nutans., Tussilago farfarra a
Urtica dioica.
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Pozndmbka:
V této fazi je moZzné provést vizualni Setéeni vnitfnich ptiznaki (zbarveni cév nebo bakterialni
sliz). Jakykoli dil stonku s piiznaky se d4 stranou a testuje se oddélené (viz. oddil 2.).

3.2.1.2. Casti stonku se kratce dezinfikuji 70% etanolem a ihned vysusi savym papirem.
Potom se zpracuji Casti stonku jednim z nasledujicich postupii:

a) zaliji se Casti dostateCnym mnoZzstvim (pfiblizn€¢ 40 ml) extrakéniho pufru
(dodatek 4) a tfepou na rotacni tiepacce (50-100 ot./min) 4 hodiny pfi teploté
do 24°C nebo 16-24 hodin chlazené,

nebo

b) se ihned zpracuji drcenim v pevném maceracnim sacku (napf. Stomacher
nebo Bioreba) s pifiméfenym mnozZstvim extrakéniho pufru (dodatek 4)
pomoci gumového tlouc¢ku nebo vhodného mleciho zatizeni (napf. Homex).
Neni-li to mozné, uloZi se ¢asti stonkt v chladu nejdéle na 72 hodin nebo pti
pokojové teploté (18 —25°C) na 24 hodin.

3.2.1.3. Po usazeni, které ma trvat 15 minut, se dekantuje supernatant.

3.2.1.4. Dalsi procistovani extraktu nebo zahuStovani bakterialni frakce obvykle neni
tieba, ale 1ze je provést filtraci a/nebo odstfed’ovanim popsanym v oddile 3.1.1.3.
az3.1.1.5.

3.2.1.5. Cisty nebo koncentrovany vzorkovy extrakt se rozd@li na dva stejné dily. Jeden dil
se testuje pfi teploté 4-10°C a druhy dil se skladuje v 10-25% (v/v) sterilnim
glycerolu pfi teploté -16 az -24°C (tydny) nebo -68 az -86°C (mé&sice) pro
pfipadné dalsi testovani.

3.2.2. Testovani

Postupové diagramy a popisy testil a optimalizovanych protokolu jsou v piislu§nych
dodatcich:

Selektivni izolace (viz. oddil 6.1.4.)
Test IF (viz. oddil 6.1.5.)

Testy PCR (viz. oddil 6.1.6.)

Test FISH (viz. oddil 6.1.7.)

Testy ELISA (viz. oddil 6.1.8.)
Biotest (viz. oddil 6.1.9.)
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4. Detekce a identifikace piivodce hnédé hniloby ve vodé

4.1 Postupovy diagram pro detekci a identifikaci R. solanacearum ve vodé

( Yzorek vody (1] )

( Koncentrate patogenu (%) )

SCREENINGOVY TEST
Salekiivnt izolace (%)
Volitalng pomocneé testy: bioesel () /obohacent PCR 7}/ obohaceni ELISA (8}

bo {zolac

( Kolone s typickou morfalogli (1) )

R solanacearom nezjidtén
Vzorek neni infikovan
R. solanacearum

<

()

( Ziskan! Sisté kultury )

{ IDENTIFIKACN] TESTY (%) )——<>—( TEST PATOGENITY %) )

[ Oba testy potwrzul B, sofanacearum ]

Vzorek neni infikovan
R. solanacearom

Vearek infikovan
R. solanacearum

(1)  Viz. oddil 4.2.1., kde jsou uvedeny doporucené postupy vzorkovéni.

(2)  Metody koncentrace patogenu jsou popsany v oddile 4.2.1. Koncentrace zvétsuje populaci jak patogenu,

tak konkurenénich saprofytickych bakterii a doporucuje se jen tehdy, jestlize nebrani izolaénimu testu.
(3)  Selektivni izolaéni test je popsan v oddile 6.1.4.
(4)  Biotest je popsan v oddile 6.1.9.
(5)  Metody obohacovaciho testu PCR jsou popséany v oddile 6.1.4.2. a 6.1.6.
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(6)  Metody obohacovaciho testu ELISA jsou popséany v oddile 6.1.4.2. a6.1.8.

(7)  Typickd morfologie kolonie je popsana v oddile 2.3.d.

(8)  Kultivace miize selhat z divodu konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Je-li podezieni, Ze
velkd saprofytickd populace ovlivni spolehlivost izolace, opakuji se izolaéni testy po zfedéni vzorku
sterilni vodou.

(9)  Spolehliva identifikace podezielych ¢istych kultur R. solanacearum se dosdhne pomoci testd popsanych
v oddile 6.2.
(10)  Test patogenity je popsan v oddile 6.3.

4.2. Metody detekce a identifikace R. solanacearum ve vodé
Princip

Validované schéma detekce popsané v tomto oddile je pouzitelné k detekci patogenu
ve vzorcich povrchové vody a rovné€z muize byt pouzito k testovani vzorku odpadni
vody ze zpracovani brambor a odpadni vody. Ocekéavana citlivost detekce se vSak 1isi
v zavislosti na substratu. Citlivost testu selektivni izolace je ovlivilovana populacemi
konkurenénich saprofytickych bakterii, kterych je obecné mnohem vice v odpadni vodé
ze zpracovani brambor a odpadni vod€ nez v povrchové vodé. Zatimco nize uvedené
schéma predpoklada detekci asi 10° bunék/litr povrchové vody. citlivost detekce
v odpadni vod€ ze zpracovani brambor a odpadni vod€ bude pravdépodobné podstatng
nizsi. Z tohoto diivodu se doporucuje testovat odpadni vodu po provedeni n&jakého
Cisticiho postupu (napf. sedimentace nebo filtrace), pii nichz dojde ke snizeni
saprofytickych bakterialnich populaci. Omezeni citlivosti testovaciho schématu by mélo
byt brano v uvahu pfi hodnoceni spolehlivosti v piipadé ziskani negativnich
vysledku. Vzhledem k tomu, Ze se toto schéma pouziva uspé$né k mapovani vyskytu
nebo neptfitomnosti patogenu v povrchoveé vode, je téeba si uvédomit jeho omezeni
pii pouziti k podobnému mapovani v odpadni vod¢ ze zpracovani brambor a v odpadni
vodé.

4.2.1. Priprava vzorka

Pozndmka:
- Zjisteni R. solanacearum v povrchové vod€ je nejspolehlivéj$i v obdobi pozdniho jara, 1éta
a podzimu, kdy teplota vody piekracuje 15°C.

- Opakované vzorkovani v rizné dob¢é béhem vyse uvedenych obdobi na uréenych vzorkovacich
mistech zvysi spolehlivost zjisténi snizenim vlivii vykyvii povétrnostnich podminek.

- Vlivem silnych dedth a geografie vodniho toku miize dojit ke znaénému ziedéni a tim i zastieni
vyskytu patogenu.

- Vzorky vody se odebiraji v blizkosti hostitelskych rostlin, pokud jsou pfitomny.

42.1.1. Na vybranych vzorkovacich mistech se odeberou vzorky vody do sterilnich
zkumavek nebo lahvicek na jedno pouZiti, pokud mozno 30 c¢cm pod hladinou
a2 m od biehu. Pii vzorkovani odpadni vody ze zpracovani brambor a odpadni
vody se odeberou vzorky z mista vytoku odpadni vody. Doporucena velikost
vzorku je 500 ml. Je-li uptednostiiovana mensi velikost, doporucuje se odebrat
vzorky nejméné 3krat pro kazdé vzorkovaci misto, z nichz kazdy bude obsahovat
2 opakované dilé¢i vzorky o velikosti nejméné 30 ml. Pfi intenzivnim mapovani
se vyberou ngjméné 3 vzorkovaci mista na kazdé 3 km vodniho toku a vzorkuji
se rovnéz piitoky.

42.1.2. Vzorky se prepravuji v chladu a temnu (4-10°C) a testuji do 24 hodin.
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42.1.3. Jeli potieba, muze byt provedena koncentrace bakteridlni frakce pomoci
nasledujicich metod:

a) Odstieduji se 30-50 ml dil¢i vzorky pti 10 000 g po dobu 10 minut
(nebo 7000 g po dobu 15 minut), pokud mozno pii teplot€¢ 4-10°C, slije se
kapalina nad usazeninou a resuspenduje se peleta v 1 ml pufru (dodatek 4).

b) Provede se filtrace pfes membranu (minimalni velikost pért 0,45 pm)
s naslednym promytim filtru v 5-10 ml peletového pufru a zachycenim
filtratu. Tato metoda je vhodna pro velké objemy vody, které obsahuji maly
pocet saprofyti.

Koncentrace se obvykle nedoporucuje u vzorkil vody ze zpracovani brambor nebo
u vzorkil odpadni vody, protoze zvySena populace konkurencnich saprofytickych
bakterii inhibuje detekei Ralstonia solanacearum.

4.2.72. Testovani

Viz. postupovy diagram a popis testl v prislusnych dodatcich.
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5. Detekce a identifikace ptivodce hnédé hniloby v pidé

5.1. Postupovy diagram pro detekci a identifikaci R. selanacearum v pudé

( Vaorek phidy (1)
( Extrakos patogenu
SCREENINGOVY TEST

Selektivai izolace )
Volitelny pomoeny test: obohacent PCR )/ bloase] (%)

Vaechny testy negativni
|

H. solanacearnim nezjidién
Vzorek nent infikovan
R. solanacearam

Kiolonie & typlckou morfologii (5
po izofact

( Ligkary Ciste kullury )

{ IDENTIFIKAGN] TESTY (7} )—<>—{ TEST PATOGENITY (%) )

( Oba testy prokazyll distou kultury )

R solanatesrium

Vzorek nent infikavan
R. solanacesrum

Vzorek infikovan ‘
R. solanacearum

(1)  Viz. oddil 5.2.1., kde jsou uvedeny doporu¢ené postupy vzorkovani
(2)  Selektivni izolagni test je popsan v oddile 6.1.4.

(3)  Obohacovaci PCR testy jsou popsany v oddile 6.1.4.2. a 6.1.6.

(4)  Biotest je popsan v oddile 6.1.9.

(5)  Typickd morfologie kolonie je popsana v oddile 2.3.d.
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(6)  Kultivace mize selhat z diivod(i konkurence nebo inhibice saprofytickymi bakteriemi. Je-li podezieni
na vliv saprofytické populace na spolehlivost izolace, opakuji se testy selektivni izolace po dalsim ziedéni
vzorku.

(7)  Spolehliva identifikace podezielych Cistych kultur R. solanacearum se dosdhne pomaoci testl popsanych
v oddile 6.2.
(8)  Test patogenity je popsén v oddile 6.3.

5.2. Metody pro detekci a identifikaci R. solanacearum v pudé
Principy

Platné detekéni schéma popsané v tomto oddile je pouzitelné pro detekci patogenu ve
vzorcich pldy, ale mize byt rovnéZz pouZito k testovani vzorkll pevného odpadu pfi
zpracovani brambor nebo kalu z odpadni vody. Je vSak nutné poznamenat, Ze tyto
metody nejsou dostatecné citlivé, aby zaruCovaly detekci nizkych nebo nepravidelng
rozptylenych populaci Ralstonia solanacearum, které se mohou vyskytovat v pfirozené
infikovanych vzorcich t€chto substratu.

Pti hodnoceni spolehlivosti viech ziskanych negativnich vysledki a také pii sestavovani
pfehledii urcujicich ptfitomnost patogenu v pudé nebo kalu je tfeba vzit v Gvahu
omezenou citlivost tohoto testovaciho schématu. NejspolehlivgjSim testem pritomnosti
patogenu v polni pudé¢ je vypestovani nachylné hostitelské rostliny a jeji sledovani, zda
neni infikovana, ale i pii pouZiti této metody unikne nizky stupeii zamoieni pozornosti.

5.2.1. Ptiprava vzorki

5.2.1.1.  Vzorkovani polni pidy by se mé&lo fidit standardnimi principy pouZivanymi pro
vzorkovani hlistd. Na jeden vzorek se shromazdi 0,5 az 1 kg pidy ze 60 mist na
ploSe 0,3 ha z hloubky 10-20 cm. Je-li podezieni na vyskyt patogenu, zvysi se
pocet sbérnych mist na 120 z plochy 0,3 ha. Pfed testovanim se uchovavaji
vzorky pii teploté 12-15°C. Kal ze zpracovani brambor a kanalizace se navzorkuje
shromazdénim celkem 1 kg z mist reprezentujicich celkovy objem testovaného
kalu. Pred testovanim se kazdy vzorek dobie promicha.

5.2.1.2. Diléi vzorky 10-25 g pudy nebo kalu se rozptyli rotacni ttepackou (250 ot./min) v
60-150 ml extrakéniho pufru (dodatek 4) po dobu 2 hodin. Je-li tieba, ptidani
0,02% sterilniho Tween-20 a 10-20 g sterilnich kaminkti miize napomoci disperzi.

5.2.1.3. Bé&hem testovani se udrzuje suspenze v teploté 4°C.

5.2.2. Testovani

Postupovy diagram a popis testd jsou v pfislusném dodatku.

6. Optimalizované protokoly pro detekci a identifikaci R. solanacearum

6.1. Diagnostické a detekéni testy
6.1.1. Test na vytok slizu ze stonku

Ptitomnost R. solanacearum ve stoncich vadnoucich rostlin bramboru, rajéete nebo
jinych  hostitelskych rostlin - miZze ukazat nasledujici jednoduchy test
pravddpodobného vyskytu: ufizne se stonek pravé nad trovni zemd. Rez stonku
se ponoti do zkumavky s Cistou vodou. Sleduje,se, zda se po n€kolika minutach



Strana 5016 Sbirka zikond & 328 / 2008 Castka 107

objevi charakteristicka samovolné€ proudici vlakna bakterialniho slizu z ptefiznutych
cévnich svazku.

6.1.2. Test na pritomnost granuli poly-p-hydroxybutyratu

1. Pfipravi se roztér bakteridlniho slizu z infikovaného pletiva nebo ze 48 hodinové
kultury na zivné pid€ YPGA nebo SPA (dodatek 2) na mikroskopicke sklicko.

2. Pripravi se pozitivni kontrolni roztér kmenu biovaru 2 R solanacearum
a ptipadné negativni kontrolni roztér o znamém PHB negativnim sp.

3. Roztéry se nechaji uschnout a spodni povrch kazdého sklicka se rychle protahne
nad plamenem, aby se roztéry fixovaly.

4. Preparaty se obarvi bud nilskou modii nebo sudanskou cerni a provede se
mikroskopické pozorovani podle nize uvedeného popisu:

Test nilskou modri:

a) Ob¢ sklicka se zakapnou 1% vodnym roztokem nilské modfi a nechaji se
inkubovat 10 minut pti teploté 55°C.

b) Odstrani se barvici roztok. Kratce se oplachne jemné tekouci vodou z kohoutku.
Piebytec¢na voda se odsaje savym papirem.

¢) Roztér se zakapne 8% vodnim roztokem kyseliny octoveé a necha se inkubovat
1 minutu pfi pokojové teplote.

d) Kratce se oplachne jemné tekouci vodou z kohoutku. Prebyteéna voda se odsaje
savym papirem.

e) Znovu se navlh¢i kapkou vody a ptilozi se kryci sklicko.

f) Zkouma se obarveny roztér epifluorescenénim mikroskopem pii 450 nm
pod olejovou nebo vodni imersi se zvétSenim 600x az 1000x s pouZitim objektivu
pro olejovou nebo vodni imersi.

g) Pozoruje se, zda se objevi na PHB granulich jasné oranZova fluorescence. Také se
pozoruje v prochazejicim normalnim svétle, zda jsou granule intracelularni a zda
je morfologie bun€k typicka pro R. solanacearum.

Test suddnskou cerni:

a) Zakapnou se vSechna sklicka 0,3% roztokem sudanské ¢erni B v 70% etanolu
a inkubuji se 10 minut pii pokojové teploté.

b) Odstrani se barvici roztok a kratce se oplachne jemné tekouci vodou z kohoutku
a odsaje se prebytena voda savym papirem.

¢) Sklicka se ponofi kratce do xylolu a vysaji se savym papirem. Upozornéni : Xylol
je zdravi Skodlivy, je tfeba dodrZet nezbytna bezpe¢nostni opatfeni a pracovat
v digestofi.

d) Sklicka se zakapnou 0,5% (w/v) vodnym roztokem safraninu a nechaji 10 vtefin
inkubovat pfi pokojové teplot€. Upozornéni: safranin je zdravi Skodlivy, je tfeba
dodrzet nezbytna bezpecnostni opatieni a pracovat v digestofi.

e) Sklicka se oplachnou jemné tekouci vodou z kohoutku, odsaje se ptebytecna voda
savym papirem a ptilozi se kryci sklicko.

f) Zkouma se obarveny roztér mikroskopem s prochazejicim svétlem pod olejovou
imersi a pii zvétSeni 1 000x.
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g) Hleda se modrocerné zbarveni PHB granuli v buiikach R. solanacearum s rizove
zbarvenymi st€énami bunék.

6.1.3. Sérologicke aglutinaéni testy

Aglutinace bun¢k R. solanacearum v bakteridlnim slizu nebo v extraktech z pletiv
s ptiznaky je nejlépe pozorovatelnd pomoci validovanych protilatek (viz. dodatek 3)
oznacenych pfislusnymi obarvenymi znalkovaci, napf. Cervenymi buiikami
Staphylococcus aureus nebo obarvenymi latexovymi ¢asticemi. Pii pouziti komeréné
dostupného vybaveni (viz. dodatek 3) se postupuje podle instrukei vyrobcee. Jinak je
postup nasledujici:

a) Smichaji se kapky suspenze oznacené protilatky a bakteridlniho slizu (ptiblizné
5 pl kazdé latky) na okénku testovaciho viceokénkového sklicka.

b) Pfipravi se pozitivni a negativni kontrolni vzorky pouzitim suspenzi biovaru 2
R. solanacearum a heterologniho kmenu.

¢) Pozoruje,se zda se v pozitivnich vzorcich po jemném michani po dobu 15 sekund
objevi aglutinace.

6.1.4. Selektivni izolace

6.1.4.1.  OcZkovani na zivnou pidu

Pozndmka:

NeZ se pouzije tato metoda poprvé, provede se pfedbézmy test k zajisténi reprodukovatelné detekce
10° az 10" jednotek tvoiicich kolonie R. solanacearum na 1 ml pridanych do extraktii ze vzorku,
které byly pfedtim testovany s negativnim vysledkem.

Pouzije se fadn€ validovand selektivni Zivna pida, napt. SMSA (ve znéni Elphinstone et al., 1996;
viz. dodatek 2).

Rozli§eni R. solanacearum od jinych bakterii schopnych na zivné pudé€ rist vyzaduje velkou
pozornost. Dale, kolonie R. solanacearum mohou mit atypickou morfologii, jestlize Petriho misky
jsou pfeplnény nebo jsou rovnéZz piitomny antagonistické bakterie. Je-1i podezieni na konkurenci
nebo inhibici, mél by byt vzorek otestovan znovu pomoci jiného testu.

Pii pouziti Cerstveé piipravenych extrakti ze vzorku lez ocekavat, Ze citlivost detekce touto
metodou bude velmi vysokd. Metoda je v8ak pouZitelnd i pro extrakty, které byly uchovany
v glycerolu pti teploté od -68 do -86°C.

Pozitivni kontroly se piipravi jako desetinné fedéni ze suspenze 10° cfi/ml
virulentniho kmene biovaru 2 R. solanacearum (napt. NCPPB 4156 = PD 2762=
CFBP 3857). K vylouceni mozné kontaminace se pfipravi pozitivni kontrolni
vzorky zcela oddélené od vzorki k testovani.

U kazdé nove piipravené Sarze selektivni zZivné pidy by méla byt pfed jejim
pouzitim k rutinnimu testovani vzorkd nejdiive otestovana jeji  vhodnost
pro kultivaci patogenu. Kontrolni material se testuje tymz zplisobem jako vzorek

(vzorky).

1. Provede se fedéni s cilem zajistit, aby vSechny populace saprofytickych
bakterii byly vylouceny. Nanese se 50-100 pl extraktu vzorku na 1 misku
pro kazdé fedéni.

2. Misky se nechaji inkubovat pfi teploté 28°C. Po 48 hodinach se zkontroluje
jejich stav a pak se provadi kontrola denné po 6 dni. Typické kolonie
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R. solanacearum na zivné pudé SMSA jsou mlééné bilé, ploché, nepravidelné
a fluidni a po 3 dnech inkubace se rozvine rizove az krvaveé Cervené zbarveni
ve stfedu s vnitfnimi pruhy nebo spirdlami.

Pozndamka:

Nekdy se na tomto médiu tvoif atypické kolonie R. solanacearum. Mohou byt malé, kruhové,

zcela Cervené a nefluidni nebo jen casteéné fluidni, a proto obtizné rozeznatelné
od saprofytickych bakterif tvoricich kolonie.

3. Pfedpokladané kolonie R. solanacearum se rozetfou nebo ocfkuji metodou
ziedovani na universalni Zivnou pidu, aby sec ziskaly izolované kolonie
(viz. dodatek 2).

4. Kultury se uchovavaji kratkodob& ve sterilni vodé (pH 6-8, bez chloru)
pii pokojové teploté v temnu nebo dlouhodobé ve vhodném ochranném médiu
pii teplote -68 az -86°C nebo lyofilizované.

5. Provede se identifikace podezielych kultur (viz. oddil 6.2.) a test patogenity
(viz oddil 6.3).

Interpretace vysledki testu ockovdanim na selektivni média.

Test okovani na selektivni média je negativni, jestlize po 6 dnech nejsou
zpozorovany zadné bakterie nebo nejsou nalezeny zadné podezielé kolonie
typické pro R. solanacearum , za ptedpokladu, ze nedoslo k inhibici jinymi
bakteriemi a v kontrolnich vzorcich jsou nalezeny typické kolonie
R. solanacearum.

Test oCkovani na selektivni média je pozitivni, jestlize jsou izolovany
podezielé kolonie R. solanacearum.

6.1.4.2. Obohacovaci testy

Pouzije se validované médium pro obohaceni, napi. modifikovany bujon
Wilbrink (viz dodatek 2).

Tento postup lze pouzit pro selektivni zvétSeni populaci R. solanacearum
v extraktech ze vzorkit a zvyseni citlivosti detekce. Timto zpusobem dojde
i ke zfedeéni potencidlnich inhibitoru PCR testu (1:100). Obohaceni
R. solanacearum vsak muze byt neuspésné z duvodit konkurence nebo
antagonismu saprofytickych organismii, které byvaji casto soucasné také
obohaceny. Z tohoto divodu miuze byt izolace R. solanacearum z obohacené
kultury obtiznda. Kromé toho, protoze miize dojit k rozvoji populaci sérologicky
pribuznych saprofytu, se pro test ELISA doporucuje pouzit misto polyklondlnich
protildtek specifické monoklondlni protilatky.

1. U obohacovaciho testu PCR se pfenese 100 ul extraktu ze vzorku do 10 ml
obohaceného bujonu (dodatek 2), ktery se pfedem ptipravi do sterilnich
zkumavek nebo ban€k. U obohacovaciho testu ELISA miZe byt pouZzit vétsi
podil extraktu ze vzorku do bujonu (napt. 100 ul v 1,0 ml obohacené Zivné
pudy).

2. Inkubuje se 72 hodin pii teploté 27 az 30 °C v tiepané nebo statické kultuie
s uvolnénymi uzavéry, které umozni provzdusiovani.

3. Pied zahajenim testii ELISA nebo PCR se obsah dobie promicha.
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4. S obohacenym bujénem se zachdzi tymz zpusobem jako se vzorky ve vyse
uvedenych testech.

Pozndmka:

Odekava-li se inhibice obohaceni R. solanacearum z diivodu vysoké koncentrace konkuren¢nich
saprofytickych bakterii, lze docilit lepSich vysledki obohacenim extrakti ze vzorki
pied jakymkoli odstfed’ovanim nebo jinymi postupy zvySovani koncentrace.

6.1.5. TestIF

Postup
Pouziti testu IF jako hlavniho screeningového testu se doporucuje kvili dokazané
spolehlivosti v dosazeni pozadovanych prahtl.

Pouzije-li se test 1F jako hlavni a vysledek IF testu je pozitivni, musi byt jako
druhy screeningovy test pouzit test izolace, PCR nebo FISH. Jestlize je test IF
pouZzit jako druhy screeningovy test a je pozitivni, je nutné provést dal$i testovani
podle postupového diagramu, aby byla analyza uplna.

Pozndmka:

Pouzije se validovany zdroj protilatek R. solanacearum. Doporucuje se urcit titr pro kazdou novou
Sarzi protilatek. Titr je definovan jako nejvy§si fedéni, pii kterém dojde k optimalni reakci
pfi testovani suspenze obsahujici 10° az 10° bunék/ml homologického kmene R. solanacearum
apouzitim vhodné¢ho konjugatu fluorescenéniho isothiokyanatanu (FITC) podle doporuceni
vyrobce. Validovand polyklondlni antiséra maji v8echna titr IF nejméné 1:2 000. Béhem testovani
by mély byt pouzity protilatky v pracovnich fedénich blizkych nebo stejnych jako titr.

Test by mél byt proveden na Cerstvé pripravenych extraktech ze vzorki. Jestlize je to nutné, miZze
byt uspéiné proveden na vzorcich uchovanych pii teploté - 68 az - 86 °C v glycerolu. Glycerol
muZe byt ze vzorku odstranén piidanim 1 ml pufru (dodatek 4), 15minutovym odstied'ovanim
pfi 7000 g a resuspenzi ve stejném mnozstvi peletového pufru. Casto to neni potieba, zvlasté pokud
jsou vzorky fixovany na skli¢ka plamenem.

Ptipravi se odd&lend pozitivni kontrolni sklicka s homologickym kmenem nebo jinym referenénim
kmenem R. solanacearum suspendovanym v bramborovém extraktu, jak je uvedeno
v dodatku 3 B, a nepovinné v pufru.

Pletivo infikované pfirozenou cestou (uchovavané lyofilizaci nebo zmrazenim pifi teploté -
16 az 24 °C) by se mé&lo podle moznosti pouZit jako paralelni kontrola na stejném podloznim
sklicku.

Jako negativni kontroly se pouziji alikvotni dily extrakti ze vzorki, které byly piedtim testovany
s negativnim vysledkem.

Standardizované¢ materialy k pozitivni a negativni kontrole, které¢ lze pouzit
pro tento test, jsou uvedeny v dodatku 3.

Pouziji se mikroskopickd sklicka s vice okénky, pokud mozno s 10 okénky
s prumérem nejméne 6 mm.

Test kontrolniho materidlu se provede tymz zpisobem jako test vzorkd.

6.1.5.1. Pfipravi se sklicka k testovani jednim z néasledujicich postupii:
1) Pro pelety s relativné nizkym mnozstvim sedimentu Skrobu:

Napipetuje se odméfené standardni mnoZstvi (15 pl je vhodné pro primeér
okénka 6 mm - u vétSiho okénka je mnozstvi vétsi v piislusném poméru)
resuspendované bramborové pelety v tfedéni 1/100 do prvniho okénka.
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Nasledné se napipetuje stejné mnoZzstvi neziedéné pelety (1/1)
do zbyvajicich okének v fad€. Druhda fada muze byt pouzita jako duplikat
nebo pro druhy vzorek, jak ukazuje obr. 1.

i1) Pro jiné pelety:

Ptipravi se desetinnd fedéni (1/10, 1/100) resuspendované pelety v peletovém
pufru. Napipetuje se odméfené standardni mnozstvi (15 pl je vhodné pro
prumér okénka 6 mm - u vét§iho okénka je mnoZstvi vét$i v pfisluSném
poméru) resuspendovane pelety pro kazdé fedéni do tfady okének. Druha
fada mize byt pouzita jako rezervni nebo pro druhy vzorek, jak ukazuje
obr.2.

6.1.5.2. Vysusi se kapicky pfi okolni teplot€¢ nebo zahfatim na teplotu 40 az 45 °C.
Bakteridlni buiiky se fixuji na sklicko bud’ zahtatim (15 minut pfi teploté 60
°C), plamenem, 95 % etanolem nebo podle konkrétnich instrukei od dodavatele
protilatek.

Pokud je potieba, fixovana skli¢ka je mozné skladovat ve zmrazeném stavu
v suchém boxu po nezbytné kratkou dobu (maximalné 3 mésice) pied dalSim
testovanim.

6.1.5.3. Postup IF
1) Podle pfipravy sklicka na test v odst. 5.1.1):

Ptipravi se sada dvojnasobnych zfedéni. Prvni jamka by méla mit 1/2 titru
(T/2), ostatni 1/4 titru (T/4), 1/2 titru (T/2), titr (T) a dvojnasobek titru (27T).

11) Podle ptipravy skli¢ka na test v odst. 5.1.1i):

Pripravi se pracovni fedéni (PR) protilatek v pufru IF. Pracovni fed&ni
ovliviiuje presnost.

Redéni resuspendované pelery

oo yroooyr oy [0 Redéni resuspendované
pelety
(T = titr) T2 Tia T2 T aT [l Dvojnisobnd fedénf
antiséralprotibitey
Vzorek | . . . . .
1 2 3 4 5

Duplikdt vzorku | sebo

XX XX
i E

Obrazek 1. Ptiprava sklicka na test podle odst. 6.1.5.1.1) a 6.1.5.3.1)
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Pracoval fedéni antitiséra protldts

1 110 1100 prazdofprizday [0 Desetinné fedéni

resuspendované pelety
©0 000
I 2 3 4 3

Duplikit vzorku 1 nebo

ee e e
7 7 ] 9 10

Obrazek 2. Ptiprava skli¢ka na test podle odst. 6.1.5.1.1i) a 6.1.5.3.ii)

1. Podlozni sklicka se uspofadaji na navlhéeny savy papir. Kazd¢ testovaci
okénko se pokryje kompletné¢ tedénim protilatek. Mnozstvi protilatky
na kazdém okénku musi byt nejméné stejné jako mnozstvi pouzitého
extraktu.

Pokud nejsou k dispozici konkrétni pokyny od dodavatele protilatek,
postupuje se nasledovné:

2. Podlozni skli¢ka se inkubuji na vlhkém papife prikrytd po dobu 30 minut
pii pokojové teploté (18-25°C).

3. Setfesou se kapky ze vSech podloznich sklicek a tato se peclivé oplachnou
pufrem IF. Umyji se ponofenim po dobu 5 minut v pufru IF Tween
(dodatek 4) a nasledné v pufru IF. Je tfeba zabranit vzniku aerosolu nebo
pfenosu kapicek, které by mohly zplsobit vzajemnou kontaminaci. Pecliveé
se odstrani pfebyte¢na vlhkost jemnym osusenim.

4. Sklicka se umisti na vlhky papir. Testovaci okénka se pokryji fedénim
konjugatu FITC, kterym se stanovuje titr. MnoZstvi konjugatu nanesené¢ho
do okének musi byt stejné jako mnozstvi pouZité protilatky.

5. Sklicka se inkubuji zakrytd na vlhkém papiru po dobu 30 minut
pii pokojové teploté (18-25°C).

6. Setiesou se kapky konjugatu ze sklicka. Sklicko se oplachne a umyje jako
piedtim (3.).

Opatmeé se odstrani pfebyte¢na vlhkost.

7. Napipetuje se 5-10 ul 0,1M fosfatového pufru s glycerolem (dodatek 4)
nebo komercni kryci tekutiny do kazdého okénka a ptilozi se kryci sklicko.

6.1.5.4.  Vyhodnoceni IF testu

1. Prohlizeji se testovaci sklicka epifluorescenénim mikroskopem s filtry
vhodnymi pro excitaci FITC pod olejovou nebo vodni imersi pii zvEtSeni
500x az 1 000x. Zkoumayji se okénka ve dvou navzajem kolmych primérech
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a kolem obvodu. U vzorklli s Zadnymi nebo malym poctem bunék se
zkouma nejméné 40 poli mikroskopu.

Nejdriv se zkontroluje pozitivni kontrolni vzorek. Buniky musi byt jasné
fluoreskujici a zcela obarvené v uréeném titru protilatky nebo pracovnim
fedéni. Pokud je barevnost odchylna, musi byt test [F opakovan (odst. 6.1.5).

2. Pozoruji se jasn€¢ {fluoreskujici buriky s charakteristickou morfologii
R. solanacearum v testovacich okéncich skli¢ka. Intenzita fluorescence musi
byt pfi porovnani s pozitivnim kontrolnim kmenem ve stejném fedéni
protilatky stejnd nebo lepSi. Buiiky s neuplnym zbarvenim nebo slabou
fluorescenci nelze brat v tivahu.

Pfi podezieni z jakékoli kontaminace musi byt test zopakovan. To se muze
stat, kdyZz vSechna sklicka ve skupiné¢ vykazuji pozitivni buiiky diky
kontaminaci pufru nebo pii zjiSt€ni pozitivnich bunék (mimo okénka
skli¢ek) na povrchu sklicek.

3. Existuje nékolik problémi podstatnych pro presnost imunofluorescen¢niho
testu. V peletach z pupkové Casti bramboru a casti stonku se mohou
vyskytnout doprovodné populace fluoreskujicich bun€k s atypickou
morfologii a kfizové reagujici saprofytické bakterie s velikosti a morfologii
podobnou R. solanacearum.

4. Berou se v uvahu pouze fluoreskujici buiiky s typickou velikosti a morfologii
v titru nebo pracovnim fedéni protilatek podle oddilu 6.1.5.3.

5. Interpretace vysledkt testu IF:

1) Pfi zjist€ni jasné fluoreskujicich bungk s typickou morfologii se odhadne
prumérny pocet typickych bun€k v 1 mikroskopovém poli a vypocita
pocet typickych bun€k na 1 ml resuspendované pelety (dodatek 5).

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

1) Vysledek IF testu je negativni pro vzorky, které obsahuji méné
nez 5 x 10° bunk na 1 ml resuspendované pelety a vzorek se povaZuje
za negativni. DalSi testovani neni nutné.

6.1.6. Testy PCR
Principy

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

Vyuziti této metody v celém rozsahu jako hlavniho screeningového testu
se doporucuje jen tehdy, je-1i pozadovana specializovand expertiza.

Pozndmbka:

Predb&mé testovani touto metodou by mélo umornit reprodukovatelné zjisténi 10° az 10" bunck
R. solanacearum na 1 ml piidany do vzorki extrakth, které byly pfedtim testovany jako negativni. Dosazeni
maximalni citlivosti a pfesnosti ve viech laboratoiich mize vyZzadovat optimaliza¢ni pokusy.
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Pouziji se schvalena Cinidla a protokoly PCR (viz dodatek 6). Pokud mozno, zvoli
se metoda s interni kontrolou.

Je tfeba pouzit vhodnd bezpecnostni opatfeni k zabranéni kontaminace vzorku
cilovou DNA. Test PCR by mél byt provadén zkuSenymi laboranty v laboratorich
specializovanych na molekularni biologii, aby se minimalizovala moZznost
kontaminace cilovou DNA.

S negativnimi kontrolami (v prabéhu extrakce DNA a PCR) by se mélo vzdy
zachazet jako s koneénymi vzorky, aby bylo jasné, jestli doslo k pfenosu DNA.

PCR test by mél zahrnovat nasledujici negativni kontroly:

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

- kontroly pufru pouzivaného pro extrakci bakterii a DNA ze vzorku,
- reak&ni smés PCR.
M¢ly by byt zahrnuty nasledujici pozitivni kontroly:

- alikvotni ¢asti resuspendovanych pelet, do kterych byla pfidana R. solanacearum
(ptipravu viz dodatek 3 B);

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

- pokud mozno, pti PCR pouzit také DNA extrahovanou z pozitivnich kontrolnich
vzorki.

Aby se zabranilo pripadné kontaminaci, pFipravuji se pozitivni kontroly
v prostiedi oddéleném od vzorku, které budou testovany.

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

Standardizované materidly k pozitivni a negativni kontrole, které lze pouzit
pro tento test, jsou uvedeny v dodatku 3.

6.1.6.1. Metody purifikace DNA

Pouzivaji se vySe popsané pozitivni a negativni kontrolni vzorky (viz. dodatek 3).
Test kontrolniho materialu se provede tymzZ zpiisobem jako test vzorki.

K purifikaci cilové DNA z komplexnich substratii vzork jsou k dispozici riizné
metody odstrafiujici inhibitory PCR a jinych enzymovych reakci a koncentrujici
cilovou DNA ve vzorku. Nasledujici metoda byla optimalizovana pro pouziti
se schvalenymi metodami PCR uvedenymi v dodatku 6.

a) Metoda podle Patrika (2000)

1. Napipetuje se 220 ul lyzatového pufru (100mM NaCl, 10 mM Tris-HCl
(pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)) do 1,5 ml Eppendorfovy
mikrozkumavky.

2. Prfida se 100 pl extraktu ze vzorku a mikrozkumavka se umisti
do termobloku nebo vodni lazn€ s teplotou 95 °C na 10 min.
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6.1.6.2.

LI

11.

12.

13.

14.
15.

16.
17.

b)

Mikrozkumavka se vlozi na 5 min. do ledu.

Ptida se 80 pl zasobniho roztoku lysozymu (50 mg lysozymu/na 1 ml
10 mM TrisHCI, pH 8,0) a inkubuje pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut.

Prida se 220 pl roztoku Easy DNA® A (Invitrogen), dobfe promicha
tfepanim a inkubuje se pfi teploté 65 °C po dobu 30 minut.

Ptida se 100 pl roztoku Easy DNA® B (Invitrogen), dikladn€ promicha
tiepanim, pokud vzorek nezac¢ne byt stejnomérné viskozni.

Ptida se 500 pul chloroformu a promichd, az se viskozita snizi a smés se
stane homogenni.

Pro oddéleni fazi a vytvofeni mezifaze se smés odstieduje pii 15 000 g
po dobu 20 min. pfi teploté 4 °C.

Horni faze se pievede do nové Eppendorfovy mikrozkumavky.

. Ptida se 1 ml 100 % etanolu (- 20 °C), kratce promicha tfepanim a inkubuje

se na ledu po dobu 10 min.

Odstted’uje se pii 15 000 g po dobu 20 minut pii teploté 4 °C a odstrani
se etanol z pelety.

Ptida se 500 ul 80 % etanolu (- 20 °C) a promicha se pfeklapénim
mikrozkumavky.

Odstted’uje se pti 15 000 g po dobu 10 minut pfi teploté 4 °C, zachova
se peleta a odstrani etanol.

Peleta se nechd uschnout na vzduchu nebo v DNA odparce.

Peleta se resuspenduje v 100 ul sterilni UPW a nechd se stat
pfi pokojové teploté nejméné€ 20 minut.

Skladuje se pfi teploté - 20 °C az do pouziti pii PCR.

Jakakoliv bila srazenina se odstrani odstfedénim. 5 pl supernatantu
obsahujicitho DNA se pouzije pro test PCR.

Jiné metody

Jiné metody extrakce DNA, napf. Qiagen DNeasy Plant Kit, by se mohly
pouzit, pokud by se prokazalo, Ze jsou pfi purifikaci DNA z kontrolnich
vzorki obsahujicich 10° az 10* patogennich bun&k na 1 ml stejn& efektivni.

PCR

1.

(V8]

Ptipravi se testované vzorky a kontroly pro PCR podle schvalenych
protokolli (6.1.6). Pripravi se desetinasobné fedéni vzorku extraktu DNA
(1:10 ve sterilni vod¢).

Piipravi se ptisluina reak¢ni smé&s pro PCR v prosttedi, ve kterém nehrozi
kontaminace podle zvefejnénych protokolt (dodatek 6). Pokud mozno,
doporucuje se pouzit multiplexni protokol PCR, ktery rovnéz zahrnuje
interni protokol PCR.

Do sterilnich PCR mikrozkumavek se pfida 5 pl extraktu DNA na 25 pl
PCR reakce podle protokoltt PCR (viz dodatek 6).
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4. Ptidaji se negativni kontrolni vzorky obsahujici pouze reakéni smés PCR
a pfida se tyz zdroj UPW jako byl ten, ktery byl pouzit ve smé&si PCR
misto vzorku.

5. PCR mikrozkumavky se umisti do téhoz termocykleru, ktery byl pouzit
pii pocate¢nim testovani, a spusti se vhodné optimalizovany program
PCR (dodatek 6).

6.1.6.3. Analyza produktu PCR

1. Amplikony se rozd¢€li elektroforézou v agardézovém gelu. Nanese se
nejméneé 12 pl smési amplifikované DNA z kazdého vzorku s 3 ul
nanaSeciho pufru (dodatek 6) do 2,0 % (w/v) agarézového gelu v Tris-
acetat-EDTA (TAE) pufru (dodatek 6) pfi 5-8 V/cm. Pouzije se vhodny
DNA marker, napt. (ladder) 100 bp.

2. Detekuji se prouzky DNA obarvenim v ethidiumbromidu (0,5 mg/l)
po dobu 30-60 minut za pouZziti vhodnych bezpecnostnich opatieni
pro zachazeni s timto mutagenem.

(V8]

V obarveném a UV (kratké vlnové délky napt. 302 nm) prosviceném gelu
se hledaji amplifikované¢ produkty PCR o ofekavané velikosti a vysledek
se zdokumentuje.

4. U vSech novych nélezi/pfipadu se zkontroluje pravost amplikonu PCR
provedenim restrikéni enzymové analyzy ve zbyvajicim vzorku
amplifikované DNA inkubaci pfi optimalni teplot¢ a case shodnym
restrikénim enzymem a pufrem (viz dodatek 6). Nastépené fragmenty se
rozdéli elektroforézou v agar6zovém gelu a pozoruje se charakteristicky
vzor restrikénich  fragmenti pod UV svétlem po obarveni
ethidiumbromidem a porovnava se s neSt€épenou a St€penou pozitivni
kontrolou.

Interpretace vysledku testu PCR

Test PCR je negativni, jestlize amplikon PCR  specificky
pro R. solanacearum ocekavané velikosti neni u zkoumaného vzorku
zjistén, ale je zjiSt€n u vSech pozitivnich kontrolnich vzorkll (v ptipadé
vicenasobné PCR s internimi kontrolnimi primery specifickymi pro rostlinu:
druhy produkt PCR ocekavané wvelikosti musi byt amplifikovan se
zkoumanym vzorkem).

Test PCR je pozitivni, jestlize je zjiStén amplikon PCR specificky
pro R. solanacearum  ofekavané  velikosti a  (pfipadn€)  vzoru,
za predpokladu, ze neni amplifikovan u Zadného vzorku negativni kontroly.
Spolehlivé potvrzeni pozitivniho vysledku lze také ziskat opakovanim testu
s druhou sadou primerti PCR dodatek 6).

Pozndmka:

Lze mit podezifeni na inhibici PCR, jestlize je ziskan ocekavany amplikon ze vzorku
pozitivni kontroly obsahujiciho R. solanacearum ve vodég, zatimco ze vzorku pozitivni
kontroly R. solanacearum v bramborovém extraktu byly ziskdny negativni vysledky.
V multiplexnich protokolech PCR s internimi kontrolami PCR nasvéd¢uje inhibici reakce,

jestlize neni ziskan zadny ze dvou amplikont.
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V pfipadé€, ze ocekavany amplikon je ziskan z jednoho nebo vice vzorkl
negativnich kontrol, je podezieni na kontaminaci.

6.1.7. Test FISH
Princip

KdyzZ se jako prvni screeningovy test pouzije FISH test a je pozitivni, musi byt
jako druhy povinny screeningovy test provedena izolace nebo IF test. Kdyz se
FISH test provede jako druhy vySetfovaci test a je pozitivni, je k dokonceni
diagndzy nutné dalsi testovani podle postupového diagramu.

Pozndmbka: )
Pouzivaji se schvdlené oligosondy specifické pro R. solanacearum (dodatek 7). Uvodni
testovdni touto metodou by mélo umoznit reprodukovatelné zjisténi alesponn 10°-10" bunék
R. solanacearum na ml pFidané do extrakti ze vzorku, které byly predtim testovdany
s negativnim vysledkem.

Nasledujici postup by mél byt pokud mozno proveden s Cerstvé pripravenymi
extrakty, ale je mozné jej Usp&Sn€ provést s extraktem, ktery byl uchovan
v glycerolu pii teploté - 16 az - 24 °C nebo - 68 az - 86 °C.

Jako negativni kontrola se pouZije alikvotni ¢ast extraktu ze vzorku, ktery byl
predtim testovan na R. solanacearum s negativnim vysledkem.

Jako pozitivni kontrola se pfipravi suspenze obsahujici 10° az 10° bungk
na 1l ml R. solanacearum biovar 2 (napf. kmen NCPPB 4156 = PD 2762 =
CFBP 3857, viz dodatek 3) v 0,01M fosfatovém pufru (PB) ze 3-5 denni
kultury. Ptipravi se samostatna sklicka s pozitivhimi kontrolnimi vzorky
homologického kmenu nebo jiného referenéniho kmene R. solanacearum,
suspendovaného v bramborovém extraktu, jak je uvedeno v dodatku 3 B.

Pouziti eubakterialnich oligosond znaenych FITC poskytuje kontrolu procesu
hybridizace, protoze zbarvi viechny eubakterie pritomné ve vzorku.

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

Test kontrolniho materidlu se provede stejnym zpusobem jako u vzorku(il).

6.1.7.1. Fixace bramborového extraktu
Nasledujici protokol vychazi z Wullingse et al. (1998).
1 Piipravi se fixacni roztok (viz dodatek 7).

2. Napipetuje se 100 wl kazdého vzorkového extraktu do Eppendorfovy
mikrozkumavky a odstfed’uje se po dobu 7 minut na 7 000 g.

3. Odstrani se supernatant a rozpusti se peleta ve 200 pl fixa¢niho roztoku
pripraveného max. 24 hodin pfedem. Protfepe se a inkubuje 1 hodinu
v chladicim zafizeni.

4. Odstifed’'uje se 7 minut pii 7 000 g, odstrani se supernatant a resuspenduje se
peleta v 75 nl 0,01M PB (viz dodatek 7).

5. Kapne se 16 ul fixované suspenze na Cisté 10 okénkové sklicko, jak ukazuje
obrazek 7.1, pfiCemZ se pouziji 2 rlizné vzorky na jedno sklicko, a to
nefedény a zfedény 1:100 s pouzitim 10 pl (v 0,01 M PB). Zbyvajici roztok
vzorku (49 pl) mize byt uloZen pfi teploté - 20 °C po pfidani 1 objemového



Castka 107 Sbirka zikond & 328 / 2008 Strana 5027

mnoZstvi 96 % etanolu. V ptipadé, Ze je tfeba FISH metodu opakovat,
odstrani se etanol odstfedénim a pfidd se stejné mnozstvi 0,01 PB
(zamicha se protfepanim).

Ohedzek 7.7 Rozmfsdnd o skHcku FISH

Priudny
ohégko 3

Priedny

O

okénko &

6. Skli¢ka se nechaji uschnout na vzduchu (nebo v susi¢ce sklicek pti teploté
37 °C) a fixuji se nad plamenem.

V této fazi je mozné postup prerusit a pokraovat v hybridizaci dalsi den.
Sklicka by méla byt skladovana chranéna pred prachem a v suchu
pii pokojove teploté.

6.1.7.2. Hybridizace

1. Dehydratuji se buiilky v postupné etanolové tadé 50 %, 80 % a 96 %,
pokazdé po dobu 1 minuty. Osusi se vzduchem v drzaku sklicek.

2. Pfipravi se vlhka inkuba¢ni komora piikrytim dna vzduchotésného boxu
tkaninou nebo filtraCnim papirem nasaklym hybridiza¢ni smési (1x hybmix,
dodatek 7). Pfed inkubaci se ohifeje box v hybridiza¢ni peci pii teploté
45 °C po dobu nejméné€ 10 minut.

(]

. Pouzije se 10 pul hybridizaéniho roztoku (dodatek 7) na 8 okének (okénka
1,2,4,5 6,7, 9 a 10; viz obr.7.1) na kazdém sklicku, ptiCemz dvé&
sttedova okénka (3 a 8)se nechaji prazdna.

4. PriloZi se kryci sklicka (24 x 24 mm) na prvni a posledni 4 okénka, a to tak,
aby pod n& nevnikl vzduch. Skli¢ka se umisti do pfedem zahtaté¢ vlhké
komory a necha se probéhnout proces hybridizace po dobu 5 hodin
v troubé pfi teploté 45 °C v temnu.

5. Ptipravi se 3 kadinky obsahujici 1 1 vody s molekularni kvalitou (Milli Q), 1 1
1x hybmix (334 ml 3x hybmix a 666 ml vody s molekularni kvalitou) a 1 1
1/8x hybmixu (42 ml 3x hybmix a 958 ml vody s molekularni kvalitou).
Nechayji se inkubovat ve vodni ldzni o teploté 45 °C.

6. Sejmou se kryci sklicka a podlozni sklicka se umisti do drzaku sklicek.

7. Splachne se nadbytek vzorku inkubaci po dobu 15 minut v kadince s 1 x
hybmixem pii teploté 45°C.
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6.1.7.3.

8. Drzak skli¢ek se prfemisti do promyvaciho roztoku 1/8 hybmix a necha se
inkubovat dalSich 15 minut.

9. Sklicka se kratce ponofi do UPW (napf. Milli Q water) a poloZzi na filtra¢ni
papir. Odstrani se nadbytecna vlhkost lehkym zakrytim povrchu filtraCnim
papirem. Napipetuje se 5-10 pl kryciho roztoku (napt. Vectashield, Vecta
Laboratories, CA, USA nebo podobny) do kazdého okénka a celé sklicko se
zakryje velkym krycim sklickem (24 x 60 mm).

Hodnoceni FISH testu

1. Sklicka se  ihned  prohlizeji ~pod  mikroskopem  vhodnym
pro epifluorescen¢ni mikroskopii se zvétSenim 630 x nebo 1000 x
pod olejovou imerzi. S filtrem vhodnym pro fluorescein isothiokyanat
(FITC) jsou eubakterialni bunky(vcetné vétSiny gramnegativnich bunék)
ve vzorku zbarveny fluorescenéné zeleng. Pouzitim filtru
pro tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat se buiiky R. solanacearum
obarvené Cy3 jevi fluorescentné Cervené. Porovnava se bunéénd morfologie
s morfologii pozitivnich kontrolnich vzorki. Buiiky musi byt jasné
fluoreskujici a zcela zbarveny. Test FISH (odst. 6.1.7) musi byt zopakovén,
pokud je zbarveni odchylné. ProhliZeji se okénka napti¢ dvéma priméry
v pravych uhlech a kolem obvodu. U vzork, kde nejsou pozorovany
zadné nebo malo bungk, se pozoruje nejméne 40 poli mikroskopu.

2. Hledajyi se jasn¢ fluoreskujici buriky s morfologii charakteristickou
pro R. solanacearum v okénkach testovacich skli¢ek. Intenzita fluorescence
musi odpovidat nebo byt lepSi nez u pozitivniho kontrolniho kmene.
Buriky, které nejsou zcela zbarveny nebo vykazuji slabou fluorescenci, se
neberou v uvahu.

G

Pti podezieni na jakoukoli kontaminaci musi byt test opakovan. To mize
nastat v prfipad¢, kdy vSechna sklicka ve varce ukazuji pozitivni buiiky
z diivodu kontaminace pufru nebo jestlize jsou pozitivni buriky zjiStény
(vné€ okénka skli¢ka) na krytu sklicka.

4. Specifi¢nost testu FISH s sebou nese né€kolik problémt. Je pravdépodobné,
7e u pletiv z bramborovych hliz a pelet ze stonkovych partii bramboru
dojde k vyskytu populaci fluorescen¢nich bunék na pozadi s atypickou
morfologii a ke kifizové reakci se saprofytickymi bakteriemi velikosti
a morfologii podobnymi R. solanacearum, 1 kdyz mnohem méné Castéji
nez u testu IF.

5. V uvahu se berou pouze fluoreskujici buiiky s typickou velikosti
a morfologii.

6. Interpretace vysledku testu FISH
i) Vysledky FISH testu jsou platné, pokud jsou pti pouziti FITC filtru
jasn¢ zelené fluoreskujici buriky s velikosti a morfologii typickou
pro R. solanacearum a pii pouziti rhodaminového filtru jasné Cervené
fluoreskujici buniky pozorovany ve vSech pozitivnich kontrolach
anejsou pozorovany v zadnych negativnich kontrolach. Pokud jsou
ptitomné jasn€ fluoreskujici buiiky s typickou morfologii, odhadne se
primérny pocet typickych bun&k v 1 mikroskopovém poli a vypocita
pocet typickych bunék v 1 ml resuspendované pelety (dodatek 4).
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Vzorky, které obsahuji alespoi 5 x 10° typickych bunék na 1 ml
resuspendované pelety, se povazuji za pravdépodobné infikované.
Nutné je dal3i testovani. Vzorky, které obsahuji méné nez 5 x 10°
typickych bung€k na 1 ml resuspendované pelety, se povazuji za
negativni.

i) Vysledek FISH testu je negativni, pokud pii pouziti rhodaminového
filtru nejsou pozorovany jasné Cervené fluoreskujici buiiky s velikosti a
morfologii typickou pro R. solanacearum. jestlize jsou tyto typické
jasn€ Cervené fluoreskujici butiky pii pouziti rhodaminového filtru
pozorovany v pozitivnich kontrolach.

6.1.8. Testy ELISA
Princip

Testy ELISA lze pouZzit pouze jako volitelny test kromé testii IF, PCR nebo FISH
pro jeho relativné nizkou citlivost. Pfi pouziti DAS ELISA je obohaceni a pouZiti
monoklonalnich protilatek povinné. Obohaceni vzorku pfed pouzitim testu ELISA
muze zvysit citlivost testu, ale mize se rovnéZ setkat s nezdarem kwilli konkurenci
jinych organismi ve vzorku.

Pozndmka:

Pouzije se validovany zdroj protilatek R. solanacearum. Doporucuje se uréeni titru pro kaZdou novou
Sarzi protilatek. Titr je definovan jako nejvyssi fedéni, pfi kterém dojde k optimalni reakci pii testovani
suspense obsahujici 10° az 10° bungk na 1 ml homologického kmene R. solanacearum a pouziti
vhodnych druhotnych konjugatil protildtek podle doporuceni vyrobee. Pi testovani by mély byt pouzity
protilatky v pracovnim fedéni, které je blizké nebo stejné jako u titru komeréni formulace.

Urdi se titr protilatek pro suspenzi 10° a7 10° bungk na 1 ml homologického kmene R. solanacearum.

Vzorek, ktery byl pfedtim otestovéan jako R. solanacearum negativni a suspenze bakterii bez vzajemného
pusobeni v solném roztoku fosfatového pufru (PBS) se pouziji jako vzorky negativni kontroly,

Jako pozitivni kontrolni vzorky se pouziji alikvotni podily vzorkovych extraktl, které byly piedtim
otestovany jako negativni, s pfimési 10° az 10* bungk na 1 ml biovaru 2 R. solanacearum (napt. kmen
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857, viz dodatek 2 A a B). Pro srovnani vysledkl na kazdé desti¢ce
se pouzije standardni suspenze 10° az 10° bungk na 1 ml v PBS R. solanacearum. Pozitivni kontrolni
vzorky musi byt na mikrotitrové desti¢ce dobte odd&leny od vzorkd k testovani.

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

Test kontrolniho materidlu se provede tymz zptisobem jako test vzorku().

Validovang jsou dva protokoly ELISA.
a) Neptimy test ELISA (Robinson Smith et al., 1995)

1) Pouzije se 100-200 pl vzorkového extraktu. (Zahtati na 100 °C na 4 minuty
ve vodni 14zni nebo topném boxu muZe v nékterych piipadech redukovat
vznik nespecifickych vysledkil).

2) Pfida se stejné mnozstvi dvojnasobné silného uhlicitanového kryciho pufru
(dodatek 4) a smés se promicha.
3) Nakape se 100 pl do kazdé jamky mikrotitracni desticky (napt. Nunc-Polysorp

nebo rovnocenné) a necha se inkubovat 1 hodinu pfi teploté 37 °C nebo 14 —
18 h pfi teploté 4 °C.
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4) Extrakty se vyliji z jamek. Jamky se tfikrat vymyji pomoci PBS-Tween
(dodatek 4) a posledni vymyvaci roztok se necha v jamce nejméné 5 minut.

5) Pfipravi se vhodné fedéni protilatek proti R. solanacearum v bloka¢nim pufru
(dodatek 4). U validovanych komer¢nich protilatek se pouziji doporuc¢ena
fedéni (obvykle dvojnasobné koncentrace, nez je titr).

6) Pfida se 100 p do kazdé jamky a necha se inkubovat 1 hodinu pfi teploté
37 °C.

7) Roztok protilatek se vylije z jamek a jamky se vymyji jako piedtim (bod 4.).

8) Pripravi se vhodné fedéni konjugatu alkalické fosfatazy v bloka¢nim pufru.
Prida se 100 ul do kazdé jamky a nechd se inkubovat 1 hodinu pii teploté
37 °C.

9) Konjugat se vylije z jamek a jamky se vymyji jako ptedtim (bod 4).

10) Prida se 100 pl substratového alkalického roztoku fosfatazy (dodatek 4)
do kazd¢ jamky. Necha se inkubovat v temnu pii pokojové teploté a odecita se
absorbance pii 405 nm v pravidelnych 90minutovych intervalech.

b) DAS-ELISA

1) Piipravi se vhodné fedéni polyklondlnitho imunoglobulinu v uhli¢itanovém
pufru pH 9.6 (dodatek 4). Pfida se 200 ul do kazdé jamky. Neché se inkubovat
pfi teploteé 37 °C 4 az 5 hodin nebo 4 ° C po dobu 16 hodin.

2) Jamky se tiikrat dobie vyplachnou pouzitim PBS-Tween (dodatek 4).Piida se
190 pl extraktu ze vzorku do nejméné dvou jamek. Piidaji se rovnéz pozitivni

anegativni kontrolni vzorky do dvou jamek na kazdé destice. Necha se
inkubovat 16 hodin pfi teploté 4 °C.

3) Jamky se trikrat dobfe vyplachnou pouzitim PBS-Tween (dodatek 4).

4) Pripravi se vhodné fedéni specifickych monoklonalnich protilatek
R. solanacearum v PBS (dodatek 4) s obsahem 0.5 % hovéziho sérového
albuminu (BSA), pfida se 190 ul do kazdé jamky a necha stat 2 hodiny
pfi teplot€ 37 °C.

5) Jamky se ttikrat dobte vyplachnou pouzitim PBS-Tween (dodatek 4).

6) Pfipravi se fedéni protimy$iho imunoglobulinu konjugovaného alkalickou
fosfatazou v PBS. Ptida se 190 pl do kazdé jamky a necha se inkubovat
2 hodiny pfi teploté 37 °C.

7) Jamky se ttikrat dobte vyplachnou pouzitim PBS-Tween (dodatek 4).

8) Piipravi se roztok 1 mg p-NPP/ml alkalické fosfatazy v substratovém pufru
(dodatek 4). Prida se 200 pl do kazdé jamky a inkubuje se v temnu
pii pokojové teploté. Absorbance pii 405 nm se odecita v pravidelnych
intervalech 90 minut.

Interpretace vysledku testu ELISA

Test ELISA je negativni, jestlize primérna hodnota optické hustoty (OH) z jamek
se stejnymi vzorky je men$i nez dvojnasobek OH u negativniho kontrolniho
vzorku, pokud vSechny hodnoty OH pozitivnich kontrolnich vzorka jsou veétsi
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nez 1,0 (po 90 minutach inkubace se substratem) a jsou vétsi nez dvojnasobek OH
ziskané z negativnich vzorkovych extraktd.

Test ELISA je pozitivni, jestlize primémé hodnoty OH z jamek se stejnym
vzorkem jsou veétSi nez dvojnasobek OH v negativnim extraktu testovaného
vzorku, pokud hodnoty OH ve v3ech negativnich kontrolnich vzorcich jsou mensi
neZ dvojnasobek hodnot v pozitivnich kontrolnich vzorcich.

Negativni hodnoty ELISA v pozitivnich kontrolnich vzorcich ukazuji, ze test nebyl
proveden spravné nebo Ze byl inhibovan. Pozitivni hodnoty ELISA v negativnich
kontrolnich vzorcich ukazuji, 7e doSlo k vzajemné Kkontaminaci nebo
nespecifickému vazani protilatek.

6.1.9. Biotest

Pozndmka.:

Piedbézné testovani touto metodou by mélo umoznit reprodukovatelnou detekei 10° az 10* jednotek
tvoficich kolonie R. solanacearum na 1 ml ptidany do extraktu ze vzorku, ktery byl predtim testovan
s negativnim vysledkem (pfipravu viz v dodatku 3).

Nejvyssi citlivost zjisténi 1ze ocekavat pii pouziti Cerstv€ piipraveného extraktu
ze vzorku a v optimalnich ristovych podminkach. Metodu 1ze vSak také uspésné
pouZit na extrakty, které byly uchovany v glycerolu v teploté - 68 az - 86 °C.

Nasledujici protokol vychazi z Janseho (1988):

6.1.9.1. Pouzije se 10 testovacich rostlin citlivé odridy rajCete (napf. kultivaru
Moneymaker nebo kultivaru s rovnocennou citlivosti podle testovaci laboratoie)
ve fazi tiech pravych listd u kazdého vzorku. Podrobnosti péstovani
viz. vdodatku 8. Nebo se pouzije lilek (napt. kultivar Black Beauty nebo
kultivary s rovnocennou citlivosti), ale jen rostliny ve fazi 2. az 3. listd az
do plného rozvinu tietiho pravého listu. Priznaky u lilku jsou méné vyrazné
a vyvijeji se pomaleji. Pokud mozno, doporucujeme proto pouZzit sazenice rajcat.

6.1.9.2.  Rozdéli se 100 pl extraktu ze vzorku mezi testovaci rostliny.

1. Inokulace injekéni stiikackou

Inokuluji se stonky rostlin hned nad dé€loZznimi listy pomoci stiikacky
s podkoZni jehlou (ne méné nez 23G). Vzorek se rozdéli mezi testovaci
rostliny.

2. Inokulace zafezem

Rostlina se pfidrzi mezi dvéma prsty a pipetou se kapne ptiblizng 5-10 pl
suspendované pelety na stonek mezi dé€loznimi listy a prvnim listem.

Sterilnim skalpelem se udé€la pficny fez asi 1 cm dlouhy a hluboky pfiblizné
2/3 tloustky stonku, pfiemz fez se zaCne v mist¢ kapky resuspendované
pelety.

Rez se utésni sterilni vazelinou z injekéni stiikacky.
6.1.9.3. Stejnou technikou se nainokulujte 5 sazenic vodni suspenzi 10° az 10° bungk

na 1 ml, pfipravenou ze 48 hodinové kultury virulentniho kmene biovaru 2
R. solanacearum jako pozitivni kontrolni vzorek, a peletovym pufrem (dodatek 4)
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jako negativni kontrolni vzorek. Oddé&li se pozitivni a negativni kontrolni rostliny
od ostatnich rostlin, aby se zabranilo vzajemné kontaminaci.

6.1.9.4. Testovaci rostliny se nechaji rist v karanténnim zatizeni 4 tydny pii teplot¢ 25 -
30 °C a vysokeé relativni vlhkosti s pfiméfenym zavlazovanim, aby se zabranilo
jak premokieni, tak vadnuti z divodu nedostatku vody. Aby se zabranilo
kontaminaci, musi byt drZzeny pozitivni a negativni kontrolni rostliny ve zcela
oddélenych mistech skleniku nebo vegetacni komory nebo jinak piisn€ izolovany.
Museji-li byt rostliny z raznych vzorkd po dobu inkubace drzeny blizko sebe,
oddéli se vhodnymi zasténami. Pti hnojeni, zalévani, prohliZzeni a v3ech ostatnich
¢innostech se vénuje zvlastni pozornost tomu, aby nedoSlo k vzijemné
kontaminaci. Nutné je udrzovat sklenik nebo vegetacni prostor bez hmyzich
Sktidcti, protoZe by mohli pienést bakterie mezi vzorky.

Hledaji se pfiznaky vadnuti, epinastie, chlor6z anebo krnéni rostlin.

6.1.9.5. 7 infikovanych rostlin se provede izolace (odst. 2.3) a identifikuji se podezielé
Cisté kultury (bod 6.2.).

6.1.9.6. Jestlize béhem 3 tydni nejsou pozorovany zadné pfiznaky, provede se test
IF/PCR/izolace na slozeném vzorku ze segmentt stonk( dlouhych 1 cm z kazdé
testovaci rostliny, odebranych nad mistem inokulace. Je-li test pozitivni, provedou
se zied’ovaci roztéry (bod 4.1).

6.1.9.7. Identifikuji se vSechny isté kultury s podezienim na R. solanacearum (bod 6.2.).
Interpretace vysledki biotestu

Platné vysledky biotestu jsou ziskany, jestlize pozitivni kontrolni testovaci
rostliny vykazuji typické pfiznaky, bakterie mohou byt z téchto rostlin znovu
izolovany a negativni kontrolni rostliny nevykazuji Zadné ptiznaky.

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

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

6.2. Identifikaéni testy
Identifikuji se Cist€é kultury izolovaného podezielého organismu R. solanacearum
pouzitim nejméné dvou nasledujicich testu zalozenych na riznych biologickych
principech.

Zahrnou se pfipadné¢ znamé referenéni kmeny pro kazdy provedeny test
(viz dodatek 3).

6.2.1. Vyzivové a enzymatické identifikacni testy

Urcuji se nasledujici fenotypové vlastnosti, které jsou vesmés pfitomny nebo
naopak chybi u R. solanacearum, metodami Lelliott a Stead (1987), Klement
et al. (1990), Schaad (2001).
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Text Ocekavany vysledek
Produkce fluorescen¢niho pigmentu -
Inkluze PHB +
Oxidacné fermentacni test O+/F-
Katalazova aktivita +
Oxidazovy test podle Kovacse +
Redukce dusi¢nanti +
Vyuziti citratd +
Rist pti 40°C -

Rust v 1% NaCl +
Rust v 2% NaCl -

Arginin-dihydrolazova aktivita -
Ztekuceni Zelatiny -
Hydrolyza Skrobu -
Hydrolyza eskulinu -
Produkce levanu -

Mé¢édia a metody viz. Lelliot &Stead (1987).
6.2.2. TestIF
6.2.2.1. Ptipravi se suspenze ptiblizng 10° bun&k na 1 ml v pufru IF (dodatek 4).
6.2.2.2. Ptipravi se fada dvojnasobnych zifedéni vhodného antiséra.
6.2.2.3. Pouzije se IF metoda (6.1.5.).
6.2.2.4. TestIF je pozitivni, jestlize titr IF kultury odpovida titru pozitivni kontroly.

6.2.3. Test ELISA

Pozndmka:
Pii provadéni pouze 2 identifika¢nich testd se nepouZiva kromé této metody jiny sérologicky test.

6.2.3.1. Pfipravi se suspenze ptiblizng 10° bunék na 1 ml v 1X PBS (dodatek 4).

6.232. Provede se test ELISA se specifickou monoklonalni protilatkou
k R. solanacearum.

6.2.3.3. Test ELISA je pozitivni, jestliZe hodnota jeho vysledku ziskana z této kultury je
nejméné polovicni v porovnani s hodnotou z pozitivni kontroly.

6.2.4. Testy PCR

6.2.4.1. Piipravi se suspenze pifiblizné 10° bungk na 1 ml sterilni vody (UPW = ultra
pure water).

6.2.4.2. Ohfeje se 100 pl bunééné suspense v uzavienych zkumavkach v ohfivacim
bloku nebo vafici vodni lazni pfi 100 °C 4 minuty. Vzorky mohou byt
uchovany pfi teploté - 16 az - 24 °C do dalsiho pouziti.

6.2.4.3. Pouziji se prislusné postupy PCR k amplifikaci amplikont specifickych
pro R. solanacearum (napft. Seal et al. (1993); Pastrik a Maiss (2000); Pastrik
et al. (2002); Boudazin et al. (1999); Opina et al. (1997), Weller et al. (1999).
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6.2.4.4. Identifikace organismu R. solanacearum je pozitivni, jestlize amplikony PCR
maji stejnou velikost a maji stejnou mnohotvarnost délky fragmentl jako
pozitivni kontrolni kmen.

6.2.5. Test FISH
6.2.5.1. Piipravi se suspenze piiblizné 10° bunek na 1 ml v UPW.

6.2.5.2. Pouzije se metoda FISH (6.1.7) s nejmén¢ 2 oligosondami specifickymi
pro R. solanacearum (dodatek 7).

6.2.5.3. Test FISH je pozitivni, jestlize se u kultury a pozitivni kontroly dosahne
stejnych reakci.

6.2.6. Analyza mastnych kyselin (FAP)

6.2.6.1. Pé&stuje se kultura na tryptikazo-sojovém agaru (Oxoid) 48 hodin pfi teploté
28 °C.

6.2.6.2. Pouzijte se metoda FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).

6.2.6.3. Test FAP je pozitivni, jestlize je profil podezielé kultury stejny jako profil
pozitivni kontroly. Vyskyt charakteristickych mastnych kyselin: 14:0 30H,
16:0 20H, 16:1 20H a 18:1 20H a absence 16:0 3 OH poukazuje
na Ralstonia sp.

6.2.7. Metody charakteristiky kment

Pro kazdy novy pfipad izolace R. solanacearum se doporufuje charakteristika
kmenu pouzitim jedné z nasledujicich metod.

U kazdého provedeného testu se zahrnou piipadné znamé referencni kmeny
(viz. dodatek 3).

6.2.7.1. Stanoveni biovaru

R. solanacearum tvofi biovary liSici se schopnosti vyuziti a/nebo oxidace tii
disacharidi a tfi hexosovych alkoholi (Hayward, 1964 a Hayward et al.,
1990). Zivna puda pro test biovaru je popsana v dodatku 2. Test lze Usp&$né
provést o¢kovanim do zivné pidy s Cistou kulturou R. solanacearum a inkubaci
pti teploté 28 °C. Je-li zivna pida rozdé€lena na sterilni desticky s 96 jamkami
(200 pl na 1 jamku), zbarveni se méni b&hem 72 hodin od olivové zelené
po Zlutou a znamena pozitivni vysledek testu.
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Laktosa - + + - "
I {#) Ceflobjosa - + & _ .
Mannio]l - - " > s
Sorbitol - - - 5 _
Drdchol - . + + -

Vyuditd meso-inositoly + - +
Vyadit I ribosy - - +
Pelaolyrickd aledvia 0 nizkd mizkd wysoki

" Viz Lelliorr a Swead 11987

6.2.7.2. Genomicka variabilita

Molekularni identifikace kmeni komplexu R. solanacearum lze dosahnout

nékolikerymi technikami, mezi néz patfi:

1. Analyza délkového polymorfismu restrikénich fragmenti RFLP (Cook ef al,
1989).

2. Repetitivni sekvenéni PCR s vyuzitim primerd REP, BOX a ERIC (Louws
etal, 1995; Smith ef al., 1995).

3. Analyza délkového polymorfismu amplifikovanych fragmenti AFLP (Van der
Wolfet al, 1998).

6.2.7.3. Metody PCR

Specifické primery PCR (Pastrik er al, 2002; viz dodatek 6) lze pouZzit
k diferenciaci kmeni patiicich do skupiny 1 (biovary 3, 4 a 5) a skupiny 2
(biovary 1, 2A a 2T) R. solanacearum, jak bylo pivodné definovano analyzou
RFLP (Cook ef al., 1989) a sekvenovanim 16S rDNA (Taghavi et al., 1996).

6.3. Konfirmaéni test (test patogenity)

Jako zavéretné potvrzeni diagndzy R. solanacearum a k potvrzeni virulence kultur
identifikovanych jako R. solanacearum musi byt proveden test patogenity.
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1) Pfipravi se inokulum o hustoté piiblizng 10° bundk na 1 ml ze 24 az 48
hodinovych kultur k testovani a pfisluSny kmen pozitivni kontroly
R. solanacearum (napt. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; viz dodatek 3).

2) Inokuluje se 5 az 10 nachylnych sazenic rajete nebo lilku ve fazi 3 pravych list
(viz odst. 6.1.9).

3) Sazenice se nechaji inkubovat az 2 tydny pfi teploté 25-28 °C a vysoké relativni
vzdusné vlhkosti s pfiméfenym zalévanim, bez vystaveni zamokieni nebo
vyprahlosti piidy. U Cistych kultur by typické vadnuti mélo nastat b&hem 14 dnd.
Neobjevi-li se po této dob& priznaky, kultura nemize byt povazovana jako
patogenni forma R. solanacearum.

4) Hledaji se pfiznaky vadnuti a/nebo epinastie, chlorézy nebo krnéni.

5) Provede se izolace z rostlin vykazujicich ptiznaky odebranim segmentu ze stonku
asi 2 cm nad mistem inokulace. Segment se rozmélni a suspenduje v malém
mnoZstvi sterilni destilované vody nebo 50 mM fostatového pufru (dodatek 4).
[zolace ze suspense se provede zfed'ovacim roztérem pokud moZno na selektivni
zivné pidé (dodatek 2). Po inkubaci 48 az 72 hodin pifi teploté 28 °C se
vyhodnoti vyskyt typickych kolonii pro R. solanacearum.

Dodatek |

Laboratoi-e podilejici se na optimalizaci a validaci protokola

Laboratof (1) Misto Zemé
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Videil a Linec Rakousko
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgie
Plantedirektoratet Lyngby Dénsko
Central Science Laboratory York Anglie
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skotsko
Laboratoire National de la Protection Végétaux, Unit¢ de | Angers Francie
Bactériologie

Laboratoire National de la Protection Végétaux, Station de | Le Rheu Francie
Quarantaine de la Pomme de Terre

Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Némecko
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Némecko
State Laboratory Dublin Irsko
Dipartimento di Scienze ¢ Tecnologie Agroambientali Boloii Italie
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Italie
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Nizozemsko
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Nizozemsko
Direcgio-General de Protecgdo das Culturas Lisabon Portugalsko
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spanélsko
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencie Spanélsko
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Svédsko

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

Média pro izolaci a kultivaci organismu R. solanacearum

a) Zivné pidy pro izolaci a kultivaci

gvivny" agar (NA)
Zivny agar (Difco) 230¢g
Destilovana voda 1,00 1

Rozpusti se slozky a steriluji tlakem pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Kvasnicno-pepton-glukozovy agar (YPGA)
Kvasnicovy extrakt (Difco) 50g

Bacto-Pepton (Difco) 50¢g

D(+) Glukdza (monohydrét) 10,0 g
Bacto-Agar (Difco) 150 g
Destilovana voda 1,001

Rozpusti se slozky a steriluji tlakem pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Sacharézopeptonovy agar (SPA)

Sachardza 200¢g
Bacto-Peptone (Difco) 50¢g
K> HPO4 05¢g
MgSO, . 7TH,O 025¢
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Destilovana voda 1,001
pH7.2-74

Rozpusti se slozky a steriluji v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Kelmanovo tetrazoliové médium

kasein hydrolyzat (Difco) 1,0g
Bacto-Pepton (Difco) 10,0 g
Dextroza 50¢g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Destilovana voda 1,001

Rozpusti se slozky a steriluji v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Ochladi se na 50 °C a pfid4 se filtrem sterilizovany roztok 2,3,5-trifenyl-tetrazoliumchloridu (Sigma),
az do dosazeni kone¢né koncentrace 50 mg na litr.

b) Validované selektivni Zivné pudy

Zivaa piida SMSA (Iinglebrecht, 1994 ve znéni Llphinstone et al., 1996)

Zakladni zivnd pida

Casamino kyseliny (Difco) 10g

Bacto-Pepton (Difco) 10,0 g
Glycerol 5,0ml
Bacto-Agar (Difco) (viz pozn. 2) 150¢g
Destilovana voda 1,001

Rozpusti se slozKky a steriluji v autoklédvu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Ochladi se na 50 °C a pfid4 filtrem sterilizovany vodny roztok néasledujicich slozek, aby se ziskala
stanovend konecna koncentrace:

Krystalova violet’ (Sigma) 5mg/l
Polymixin-B-sulfat (Sigma P1004) 600 000 U (ptiblizné 100 mg)/1
Bacitracin (Sigma B-0125) 1 250 U (pfiblizng 25 mg)/1
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Chloramfenikol (Sigma C-3175) 5 mg/l

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

Poznamky:

1. Pouziti jinych neZ vySe uvedenych reagenci mize ovlivnit rist R. solanacearum.

2. Misto Bacto-Agar (Difco) mZe byt pouZit Oxoid Agar #1. V takovém piipadé bude rlst R. solanacearum
pomalej§i, ale mize to také omezit riist konkuren¢nich saprofyti. Typické kolonie R. solanacearum se mohou
tvoiit o 1-2 dny déle a Eervené zbarveni mize byt svétlej$i a rozptylenéj$i nez pii pouziti Bacto-Agaru.

3. ZvySeni koncentrace bacitracinu na 2 500 U/l mize omezit populace konkurenénich bakterii bez ovlivnéni rustu
Ralstonia solanacearum.

Roztoky antibiotik se uchovavaji a skladuji pii teploté 4 °C v temnu a musi se spotiebovat do 1 mé&sice.
Misky s médiem by mély byt pi'ed pouZitim zbaveny povrchové kondenzace.
Nutno zabrénit pfilisnému vysuSeni média.

Kazda nov¢ ptipravend $arze zivné pidy by méla byt podrobena kontrole kvality zivné plidy roztérem
suspense referenéni kultury R. solanacearum na médium (viz dodatek 3) a pozorovanim, zda se po 2 az
5 dnech pfi teplot€ 28 °C objevi typické kolonie.

¢) Validované obohacené Zivné pudy

Zivnd piida SMSA (Elphinstone et al., 1996)

Provede se pfiprava jako pro selektivni agarovou Zivnou pidu SMSA, ale vynechd se Bacto-Agar a
2,3,5- trifenyltetrazolium chlorid.

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

Sachardza 10g
Proteazovy pepton 5g
K, HPO4 05¢g
MgS0, 025¢
NaNO; 025¢g
Destilovana voda 1,001

Steriluje se tlakem pii teploté 121 °C po dobu 15 minut a ochladi se na 50 °C.

Prida se antibioticky zasobni roztok jako pro zivnou plidu SMSA.
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Dodatek 3

Komer¢ni standardizovany kontrolni material

a) Izolované bakteridlni kultury

Nasledujici izolované bakteridlni kultury se doporucuji jako standardni referenéni material bud k
pozitivni kontrole (tabulka 1) nebo b&hem optimalizace testd, aby se zabranilo vzajemnému puasobeni
(tabulka 2). VSechny kmeny jsou komercng dostupné a 1ze je ziskat z t&chto sbirek:

I. Naérodni sbirka patogennich bakterii rostlin (NCPPB), Ustedni vdecka laboratof York, UK.

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

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

Francie.

Tabulka 1: Referenéni panel izolovanych bakteridlnich kultur SMT R. solanacearum

Kéd NCPPB SMT Jiné kédy Zemé Biovar
# ptivodu

NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURSI1 Egypt 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Turecko 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Anglie 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Kypr 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Svédsko 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgie 2
NCPPB 4156 (*) 7L PD 2762, CFBP 3857 Nizozemsko 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Francie 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80 Portugalsko 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Spanélsko 2
NCPPB 4161 76 B3B Némecko 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 USA 1
NCPPB 3967 492 CFBP 4610, R285, GONg7 Kostarika 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Kolumbie 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brazilie 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928 R276/355, CIP72, SEQ225 Peru 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131 Australie 3
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filipiny 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 Cina 5
(*) Jako standardni referenéni kmen se pouZije R. solanacearum biovar 2 (rod 3).

Poznamka:

Spolehlivost vy$e uvedenych kmenl miZze byt zaru¢ena pouze v pripadé, Ze pochazeji z pivodnich sbirek kultur.

Tabulka 2: Referen¢ni panel SMT sérologicky nebo geneticky ptibuznych bakterii k optimalizaci

detekenich testi

Kod NCPPB SMT | Jiné kody Identifikace

#
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa "
NCPPB 4163 52 CEBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. marginalis "
NCPPB 4164 - CFBP 2227 Burkholderia cepacia
NCPPB 4165 - CEFBP 2459 Ralstonia pickettii ©
NCPPB 4166 58 | CFBP 3567, CSL Pr1150 Ralstonia pickettii
NCPPB 4167 60 CFBP 4618, PD 2778 Ralstonia sp. "V
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis
NCPPB 353 54 CEFBP 3572 Burkholderia caryophylli ("
NCPPB 945 55 CEBP 3569 Burkholderia cepacia "
NCPPB 3708 56 CEBP 3574 Burkholderia glumae
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NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii

NCPPB 3726 59 CFBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium V3@

NCPPB 4168 61 CFBP 4619, IPO S339 Lnterobacter sp. "

NCPPB 4169 62 IPO 1695 Lnterobacter sp. "V

NCPPB 4170 63 CFBP 4621, IPO S306 Ochrobactrum anthropi (V@

NCPPB 4171 64 CEBP 4622, IPO 1693 Curtobacterium sp. V@

NCPPB 4172 65 IPO 1696a Pseudomonas sp.

NCPPB 4173 - PD 2318 Aureobacterium sp. @

NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. @

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

@ Kmen, ze kterého lze v ndkterych laboratotich amplifikovat produkt PCR na podobnou velikost, jako je odekdvand
velikost pfi pouziti specifickych primert OLI-1 a Y-2 (viz dodatek 6).

®  Pravd&podobnost kiiZzové reakee ve vEt3ing testd, ale vyskyt zndm pouze u bananii v Indonésii.

b)  Komercni standardizovany kontrolni materidl
Nasledujici standardni kontrolni material je mozné ziskat ze sbirky kultur NCPPB.

Mrazené sufené pelety bramborového extraktu ze 200 zdravych hliz bramboru k negativni
kontrole viech testt.

MraZené sufené pelety bramborového extraktu ze 200 zdravych hliz bramboru obsahujici 10° az
10" a 10" az 10° bungk biovaru 2 R. solanacearum (kmen NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857)
jako pozitivni kontroly serologickych a PCR testli. Protoze zivotaschopnost buiiky je ovlivnéna
Iyofilizaci, nejsou tyto vhodné jako standardy v testech izolace a testech patogenity.

Ve formaldehydu fixované suspense biovaru 2 R. solanacearum (kmen NCPPB 4156 =PD 2762 =
CFBP 3857) s 10° buitkami na 1 ml k pozitivni kontrole sérologickych testiL.
Priprava pozitivnich a negativnich kontrol pro screeningové testy vodivych pletiv PCR/IF a FISH

Kultivuje se 48hodinova kultura virulentniho kmene R. solanacearwm rasy 3/biovaru 2 (naptf. kmen
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) na SMSA Zivné pid¢ a suspenduje se v 10 mM fosfatovém
pufru, aby se ziskala bun&na hustota piiblizng 2 = 10* bungk tvoticich kolonie na 1 ml. Obvykle se ji
dosahne jemné zakalenou suspenzi rovnajici se optické hustoté 0,15 pii 600 nm.

Odebere se diei z pupkovych konci 200 hliz z produkce odriidy s bilou slupkou, o které se vi, ze je
prosta R. solanacearum.

Zpracuji se pupkové konce vy3e uvedenym postupem a resuspenduje se peleta v 10 ml.
Ptipravi se 10 sterilnich mikrozkumavek o objemu 1,5 ml s 900 ul resuspendované pelety.
Prenese se 100 ul suspenze R. solanacearum do prvani mikrozkumavky a protiepe se..
Provede se desetinasobné fedéni v daldich péti mikrozkumavkach.

Té&chto est kontaminovanych mikrozkumavek se pouzije jako kontrolni vzorky. Ctyfi nekontaminované
mikrozkumavky se pouZiji jako kontrolni negativni vzorky. Mikrozkumavky musi byt fadné oznaceny.

Pfipravi se alikvotni ¢asti z 100 pl ve sterilnich zkumavkach o objemu 1,5 ml, ¢imZ se ziskd 9 kopii
kazdého kontrolniho vzorku. Uskladni se pfi teploté — 16 az — 24 °C az do doby pouziti.

Piitomnost a mnoZstvi R. solanacearum v kontrolnich vzorcich by mély byt nejprve potvrzeny testem IF,

Pro PCR test se provede extrakce DNA z pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorki pro kazdou sérii
zkuSebnich vzorki.

Pro IF a FISH testy se provede test patogenity pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorkii pro kazdou
sérii zkusebnich vzorki.

Pii kvantitativnich rozborech IF, FISH a PCR musi byt R. solanacearum zjisténa v nejméng v 10° a 10*
buné&k/ml pozitivnich kontrol a nesmi byt zjistén v zddné z negativnich kontrol.
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Dodatek 4

Pufry pro testovaci postupy

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

1. Pufry pro extrakci

1.1 Extrak¢ni pufr (50 mM fosfatovy pufr, pH 7,0)

Tento puft se pouziva k extrakci bakterie z rostlinnych tkani homogenizaci nebo protfepanim.

Na, HPO, (bezvody) 426¢g
KHQPO4 2,72 g
Destilovana voda 1,001

Rozpusti se slozky, zkontroluje pH a sterilizuje v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

Uziteéné mohou byt nasledujici slozky:

40)

Ucel MnoZstvi (na litr)
Lubrolové vlocky Protisrazlivy prostiedek (*) 05g
DC silikonovy odpéovac Odpéitovaci Einidlo (*) 1,0 ml
Tetrasodiumpyrofosfat Antioxida¢ni ¢inidlo 1.0g
Polyvinylpyrrolidon-40 000 (PVP — | Vazani inhibitord PCR S0g

(*) pro pouziti pfi extrakci homogenizaci

1.2, Peletovy pufr (10 mM fosfatovy pufir, pH 7,2)

Tento puftr se pouzivd pro resuspenzi a fedéni extrakti zvykrojkit zpupkovych ¢&asti

bramborovych hliz poté, co byly odstied’ovanim koncentrovany do pelety.

Na,HPO, .12H,0O 27¢
NaH,PO, . 2HO 04¢g
Destilovan4 voda 1,001

Rozpusti se slozky, zkontroluje pH a sterilizuje v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

2. Pufry pro IF test

Pufr pro II" (10 mM fosfctovy pufr ve fyziologickém roztoku (PBS), pH 7,2)

Tento puft se pouziva k fedéni protilatek.

Na,HPO, .12H,0 27¢g
NaH2P04 . 2H20 0,4 g
NaCl 80g
Destilovana voda 1,001

Rozpusti se slozky, zkontroluje pH a sterilizuje v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

1l*-pufr-Tween

Tento pufr se pouziva k oplachovani podloZnich sklicek.

Prid4 se 0,1 % Tween 20 k pufiu pro IF.

Fosfatovy pufr v glycerolu, pH 7,6

Tento puft se pouziva jako kryci roztok na okénka skli¢ek na IF testy k zvy3eni fluorescence.

Na,HPO, .12H,0O 32 g
NaH2P04 . 2H7_O 0.15 g
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Glycerol 50 ml
Destilovana voda 100 ml

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

3. Pufry pro ucely nepiimého testu ELISA

3.1.  Dvojnasobny uhli¢itanovy potahovaci pufr, pH 9.6.

Nap_COg 6,36 g
NaH COs 11,72 g
Destilovana voda 1,001

Rozpusti se slozky, zkontroluje pH a steriluje autoklavovanim pii teploté¢ 121 °C po dobu
15 minut.

Pokud extrakt obsahuje vysoky podil aromatickych molekul, je moZné jako antioxidant pfidat
sifi¢itan sodny (0,2 %).

3.2, Desetindsobny roztok chloridu sodného pufrovany fosfatem (10 x PBS), pH 7.4

NaCl 80,0 ¢
KH,PO, 20 g
Na,HPO4 . 12H,0 290¢g
KCl1 20¢g

Destilovana voda 1,001

3.3. PBS-Tween

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

3.4. Blokaéni pufr (musi byt Cerstv€ piipraven).

10 x PBS 10,0 ml
Polyvinylpyrrolidon-44000

(PVP-44) 20¢g

10 % Tween 20 0,5ml

Susené mléko 05¢g
Destilovana voda doplnit do 100 ml

3.5.  Roztok pro substrat alkalické fosfatdzy, pH 9,8
Diethanolamin 97 ml
Destilovand voda 800 ml
Rozpusti se a koncentrovanou HCI se upravi pH na 9,8.
Doplni se do 11 destilovanou vodou.
Pfida se 0,2 g MgCl,.
Rozpusti se dvé 5 mg tabletky fosfatdzového substratu (Sigma) v 15 ml roztoku.

4, Pufry pro ucely testu DASI ELISA

4.1.  Potahovaci pufr, pH 9,6.

N3.2C03 | ,59 g
NaH CO; 293¢
Destilovana voda 1 000 ml

Rozpusti se sloZky a zkontroluje pH 9,6.

4.2. 10 x fosfatosolny pufr (PBS) pH 7,2—- 7.4
NaCl 80,0 g
Na,HPO, .12H,0 27¢g
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NaH,PO, . 2H,0O 4g
Destilovana voda 1 000 ml

4.3. PBS-Tween

10 x PBS 50 ml
10 % Tween 20 S5ml
Destilovana voda 950 ml

4.4  Substratovy pufr, pH 9.8
Diethanolamin 100 ml
Destilovana voda 900 ml

Smicha se a nastavi se hodnota pH 9,8 koncentrovanou HCI.

Dodatex 5

Stanoveni koncentrace IF a FISH pozitivnich bunék

1. Vypocitd se primeémy pocet typickych fluoreskujicich bunék v jednom pozorovacim poli (c).

2. Vypodita se pocet typickych fluoreskujicich bun¢k v okénku mikroskopického sklicka (C).
C=cxS/s,

kde S = plocha jednoho pole na sklicku s vice okénky a
s = plocha pole objektivu.

s =mi/AGK?,
kde 1= koeficient pole (v rozmezi 8 — 24 podle typu okularu),
K = tubusovy koeficient (1 nebo 1,25),
G = zvétieni objektivu (100 x, 40 x atd.).
3. Vypolita se pocet charakteristickych fluoreskujicich bun&k na 1 ml resuspendované pelety (N).
N=Cx1000/yxF,

kde y = objem resuspendované pelety v kazdém okénku a
F = zted'ovaci faktor resuspendované pelety

Dodatek 6

Validované protokoly a ¢inidla pro PCR

Pozndmka:

Uvodni testovani by mélo umoznit reprodukovatelng zjisténi nejméné 10° az 10* bunék R. solanacearum
na | ml vzorkového extraktu. Uvodni testovani by také nemélo vykazovat zadné falesné pozitivni
vysledky se skupinou vybranych kmeni bakterii (viz dodatek 3).

1. Protokol PCR Seal ef al. (1993)

1.1.  Oligonukleotidové primery
Piimy primer OLI-1: 5'-GGG GGT AGCTTG CTA CCT GCC-3'
Reverzni primer Y-2: 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3'

Ocekavana velikost amplikonu templatové DNA R. solanacearum = 288 bp

1.2. Reakéni smés PCR

Reagencie MnoZzstvi v reakci Koneéna koncentrace
Sterilni UPW 17,65 ul

10x pufr PCR (1) (15 mM MgCl,) | 2,5ul Ix (1,5 mM MgCl,)
Smés dANTP (20mM) 0,25 ul 0,2 mM

Primer OLI-1 (20 uM) 1,25 ul 1uM
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Primer Y-2 (20 uM) 1,25 pl 1uM

Taq polymerasa (5U/ul) (1) 0,1 ul 05U

Mnozstvi vzorku 2,0 nl

Celkové mnozstvi 25 ul

(1) Metoda byla validovana pouzitim Taq polymerazy Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

1.3.

1.4.

Reakéni podminky PCR
Provede se nasledujici cyklicky proces:

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

35 cykli: i1) 20 sekund pii 94 °C (denaturace templatové DNA)
ii1) 20 sekund pfi 68 °C (hybridizace primert s templatovou DNA)
iv) 30 sekund pti 72 °C (syntéza kopie)

1 cyklus: v) 10 minut pti 72 °C (zdv€recnd syntéza)
vi) ponecha se pii teplot€ 4 °C.

Pozndmka:
Tento program byl optimalizovan pro pouziti termocykleru Perkin Elmer 9600. Pouziti jinych
piistroji mize vyzadovat upravu jednotlivych krok cyklu ii), iii) a iv).

Restrik¢éni enzymova analyza amplikonu.

Produkty PCR vzniklé¢ amplifikaci z R solanacearum DNA vytvaieji polymorfismus délky
restrikénich fragmentt s enzymem Ava 11 po inkubaci pfi teploté 37 °C.

2. Protokol PCR Pastrika a Maisse (2000)

2.1.  Oligonukleotidové primery

Piimy primer Ps-1: 5'-agt cga acg gea geg ggg g -3’

Reverzni primer Ps-2: 5'-ggg gat ttc aca tcg gte ttg ca -3’

Ocekavana velikost amplikonu templatové DNA R. solanacearum DNA = 553 bp.
2.2, Reak¢ni smés PCR
Reagencie Mnozstvi v reakci Koneéna koncentrace
Sterilni UPW 16,025 ul
10x pufr PCR (1) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
Smés dNTP (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer Ps-1 (10 uM) 0,5ul 0,2 uM
Primer Ps-2 (10 pM) 0,5 ul 0,2 uM
Taq polymerasa (5U/ul) (1) 0,1 ul 0,5U
MnozZstvi vzorku 5,0ul
Celkové mnoZzstvi 25,0 ul

D Metoda byla validovana pouZitim Taq polymerazy Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

Pozndmka:
Pavodné optimalizovana pro termocykler MJ Research PTC 200 s polymerasou Gibco Taq Polymerace. Perkin
Elmer AmpliTaq a pufr mohou byt rovnéz pouzity ve stejnych koncentracich.

23

Reakéni podminky PCR
Provede se nasledujici cyklicky proces:

1 cyklus 1) 5 minut pfi 95 °C (denaturace templatové DNA)

35 cykli: i1) 30 sekund pii 95 °C (denaturace templatové DNA)
ii1) 30 sekund pfi 68 °C (hybridizace primert s templatovou DNA)
iv) 45 sekund pii 72 °C (syntéza kopie)

1 cyklus: v) 5 minut pfi 72 °C (syntéza extenze)
vi) ponechd se pfi teploté 4 °C.
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2.

Poznamka:

Tento program byl optimalizovan pro pouziti termocykleru MJ Research PTC 200. PouZiti

jinych piistrojii bude mozna vyZzadovat upravu jednotlivych krokt cyklu ii), iii) aiv).

4. Restrikéni enzymova analyza amplikonu

Produkty PCR vzniklé amplifikaci z R. solanacearum DNA vytvéieji zietelny polymorfismus
délky restrikénich fragmentl s enzymem 7ag I po inkubaéni dob& 30 minut pii teploté 65 °C.

Restrikéni fragmenty specifické pro R. solanacearum maji velikost 457 bp a 96 bp.

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

3.

3.3

34

1. Oligonukleotidové primery

Piimy primer RS-1-F:
Reverzni primer RS-1-R:
Pfimy primer NS-5-F:
Reverzni primerNS-6-R:

Ocekavani velikost amplikonu templatové DNA R. solanacearum = 718 bp (sada primerti RS).

Ocekavand velikost amplikonu interni kontroly PCR 185 rRNA = 310 bp (sada primerti NS).

3.2. Reakéni smés PCR

5'-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-¥'
5'-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3
5'-AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAA G-3'
5'-GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC-3'

Reagencie Mnozstvi v reakci Koneéna koncentrace
Sterilni UPW 12,625 ul

10x pufr PCR (1) (15 mM MgCl,) | 2,5l 1x (1,5 mM MgCly)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 pl 0,1 %

Smés ANTP (20mM) 0,125 ul 0,1 mM

Primer RS-1-F (10 uM) 2,0 ul 0,8 uM

Primer RS-1-R (10 uM) 2,0 ul 0,8 uM

Primer NS-S-F (10 uM) @ 0,15 ul 0,06 uM

Primer NS-6-R (10 uM) @ 0,15 ul 0,06 uM

Taq polymeraza (5U7ul) 0,2 ul 10U

MnoZstvi vzorku 5,0 ul

Celkové mnoZstvi 25,0 pl

" Metoda byla validovana pouzitim Taq polymerazy Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.
2 Koncentrace primerti NS-5-F a NS-6-R byly optimalizovany pro vykrojky pletiva pupkovych &asti hliz
bramboru pomoci homogenizagni metody a purifikace DNA podle Pastrika (2000)
Pouziti extrakéni metody tfepanim nebo jinych metod 1zolace DNA muze
optimalizace koncentraci reagencii.

Reakéni podminky PCR

Provede se nasledujici cyklicky proces:

1 cyklus:
35 cyklt:

1) 5 minut pti 95 °C (denaturace templatové DNA)
ii) 30 sekund pii 95 °C (denaturace templatové DNA)
ii1) 30 sekund pfi 58 °C (hybridizace primera s templatovou DNA)

iv) 45 sekund pti 72 °C (syntéza kopie)

1 cyklus:

Pozndmbka:

Tento program byl optimalizovan pro pouZiti termocykleru MJ Research PTC 200. Pouziti

v) 5 minut pii 72 °C (kone¢né syntéza)
vi) nechd se pii teploté 4 °C.

jinych pfistrojii miZe vyZadovat ipravu jednotlivych kroki cyklu ii), iii) a iv).

Produkty PCR vzniklé amplifikaci z DNA R. solanacearum vytvéieji zietelny polymorfismus
délky restrikénich fragmentl s enzymem Bsm I nebo Isoschizomere (napi. Mva 1269 1) po

Restrikéni enzymova analyzy amplikonu

inkubaéni dobé 30 minut pfi teploté 65 °C.
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4. Protokol PCR specificky pro biovar R. solanacearum (Pastrik et al, 2001)

4.1. Oligonukleotidové primery

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

Oc&ekavana velikost amplikonu templatové DNA R. solanacearum:
s Rs-1-F/Rs-1-R = 718 bp
s Rs-1-F/Rs-3-R =716 bp

4.2.  Reakéni smés PCR
a) Protokol PCR specificky pro biovar 2

Reagencie Mnozstvi v reakci Koneéna koncentrace
Sterilni UPW 12,925 ul

10x pufr PCR ¥ 2,5ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 ul 0.1 %

Smés ANTP (20mM) 0,125 ul 0,1 mM

Primer Rs-1-F (10 uM) 2,0l 0,8 uM

Primer Rs-1-R (10 uM) 2,0 pl 0,8 uM

Taq polymeréza (5U/ul) 0,2 pl 10U

Mnozstvi vzorku 5,0 ul

Celkové mnozstvi 250ul

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

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

Reagencie Mnozstvi v reakci Konetnd koncentrace
Sterilni UPW 14,925 ul

10x pufr PCR (1) 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakce V) (10 %) 0,25 ul 0,1 %

Smés ANTP (20mM) 0,125 0,1 mM

Primer Rs-1-F (10 uM) 1,0 ul 0,4 uM

Primer Rs-3-R (10 uM) 1,0 ul 0,4 uM

Taq polymeréza (5U/ul) () 0,2 ul 10U

Mnozstvi vzorku 5,0

Celkové mnozstvi 25,0 ul

(')Metoda byla validovdna pouzilim Taq polymerdzy Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

4.3. Reakéni podminky PCR

Provede se nésledujici cyklicky proces pro obé& reakce specifické pro biovary 1/2- a biovary

3/4/5:
| cyklus: 1) 5 minut pfi 95 °C (denaturace templatové DNA)
35 cykli: i1) 30 sekund pii 95 °C (denaturace templatové DNA)

iii) 30 sekund pii 58 °C (hybridizace primert s templatovou DNA)
1v) 45 sekund pii 72 °C (syntéza kopie)

1 cyklus: v) 5 minut pii 72 °C (kone¢na syntéza)
vi) poneché se pii teploté 4 °C.

Pozndambka:

Tento program byl optimalizovan pro pouziti termocykleru MJ Research PTC 200. Pouziti
jinych piistrojii miZe vyZadovat Gpravu jednotlivych krokil cyklu ii), iii) a iv).
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4.4, Restrikéni enzymova analyza amplikonu.

Produkty PCR vzniklé amplifikaci DNA R. solanacearum pomoci primerii Rs-1-F a Rs-1-R
vytvaieji zfetelny polymorfismus délky restrikénich fragmenti s enzymem Bsm | nebo
Isoschizomere (napt. Mva 1269 1) po inkuba¢ni dob& 30 minut pii teplot¢ 65 °C. Produkty
PCR vzniklé amplifikaci z DNA R. solanacearum pomoci primerd Rs-1-F a Rs-3-R nemaji
7adna restrik&ni mista.

5. Priprava nanaseciho pufru

5.1.  Bromfenolova modi (10 % zé&sobni roztok)
Bromfenolova modi 5¢
Destilovana (redestilovand) voda 50 ml

5.2.  NanéSeci pufr

Glycerol (86 %) 3,5ml
Bromfenolova modt (5,1) 300 ul
Destilovana (redestilovana) voda (bidestilat) 6,2 ml

6. Pufr 10x TRIS-acetit-EDTA (TAE), pH 8,0

TRIS 484 ¢
Ledova kyselina octova 11,42 ml
EDTA (sodna stil) 372¢g
Destilovana voda 1,001

Pied pouzitim se zfedi na 1X.

Také komeréné dostupné (napf. Invitrogen nebo rovnocenné).

Dodatek 7
Validovana &inidla pro FISH test
1. Oligosondy
Sonda specificka pro R. solanacearum OLI-1-CY3; 5'-gge agg tag caa get ace cce-3'
Nespecificka eubakteridlni sonda EUB-338-FITC: 5'-gct gee tee cgt agg agt-3'

2. Fixaéni roztok

[UPOZORNENE:  FIXACNI ROZIOK OBSAHUJE PARAFORMALDEHYD, KILRY JE
TOXICKY. POUZIT RUKAVICE A NEVDECHNOUT. DOPORUCUJE SE PRACOVAT
V DIGESTORL]

i)  Zahteje se 9 ml molekulamé Cisté vody (napf. Ultra pure water = (UPW)) na teplotu
piiblizné 60 °C a pfida se 0,4 g paraformaldehydu. Paraformaldehyd se rozpusti po piidani
5 kapek 1N NaOH a zamichani magnetickym michadlem.

ii)  Upravi se pH na 7,0 piidanim 1ml fosfatového pufiu 0,1 M (PB; pH 7,0) a 5 kapek HCI IN.
Zkontroluje se pH indika¢nim prouzkem a v piipad€ potfeby se upravi pomoci HCI nebo
NaOH. JUPOZORNENL: V ROZIOCICH S PARAFORMALIEDHYDEM NEPOUZIVAT
MERIC PH!|

iii) Prefiltruje se roztok pres membranovy filtr 0,22 um a skladuje se chranény pied prachem
pfti teploté 4 °C do dal3iho pouziti.

3. 3x Hybmix

NaCl 2,7M
Tris-HCl 60 mM (pH 7.4)
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EDTA (sterilizovany pi‘es filtr a autoklavovany) 15 mM
Ziedi se az 1x, podle potieby.

4. Hybridiza¢ni roztok

1x Hybmix

Sodium dodecyl sulfat (SDS) 0,01 %
Formamid 30%
Sonda EUB 338 5 ng/ud
Sonda OLI-1 nebo OLI2 5ng/ul

Pfipravi se mnoZstvi hybridiza¢niho roztoku podle vypoltd vtabulce 1. Pro kazdé sklicko
(obsahujici dvojmo 2 riizné vzorky) je tieba 90 pl hybridizatniho roztoku.UPOZORNENTI:
FORMAMID JE VELMI JEDOVATY, NUTNO POUZIVAT RUKAVICE A UCINIT
POTREBNA BEZPECNOSTNI OPATRENI!

Tabulkal. Doporuéend mnoZstvi pro piipravu hybridiza¢ni smési

Pocet sklicek 1 4 6 8 10
Sterilni ultra ¢ista voda 231 92 4 1386 | 184.8 | 231,0
3 x Hybmix 30,0 120.0 180.0 | 240.0 | 300,0
1 % SDS 0,9 3.6 5.4 7.2 9.0
Formamid 27.0 108.0 1620 | 216,0 | 270,0
Sonda EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27.0 36,0 450
Sonda OLI-1 nebo OLI2 (100 ng/ul) 4,5 18.0 27.0 36,0 45,0
Celkové mnoZstvi 90,0 3600 540,0 | 720,0 | 900,0
Pozndamka:

Viechny roztoky obsahujici svétlocitlivé oligosondy se uchovavaji v temnu pii teploté — 20 °C. Béhem
pouziti se chrani pred pfimym slune¢nim zarenim nebo elektrickym svétlem.

5.  0,1M fosfitovy pufr, pH 7,0

Na,HPO, 8352¢
KH:PO, 544 ¢
Destilovana voda 1,001

Rozpusti se slozky, zkontroluje pH a sterilizuje autoklavovanim pfi teploté 121 °C po dobu 15
minut.

Dodatek 8

Péstovani lilku a rajcete

Vyseji se semena rajete (Iycopersicon esculentum) nebo lilku (Solamm melongena) do pasterizovaného
vyseviniho substratu. Sazenicky s plné rozvinutymi déloznimi listky (10 az 14 dni) se pfesadi do
pasterizovaného péstebniho substratu.

Rostliny lilku a raj¢ete by se mély péstovat ve skleniku za nasledujicich podminek:

Délka dne: 14 hodin nebo piirozena délka dne, pokud je delsi;
Teplota: den: 21 az24 °C,
noc: 14 az 18 °C.
Vhodna odrida lilku vejcoplodého: ,Black Beauty*
Vhodna odriida rajéete: ~Moneymaker*

Dodavatelé: viz internetova stranka http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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11. V pfiloze &. 2 & sti A se v nadpise a v prvni  ,— celkovd plocha pé&stovani sadbovych a ostatnich
vété slova ,odst. 12“ nahrazuji slovy ,odst. 11“. brambor v hektarech,“.

12. V pfiloze & 2 &sti A pism. a) poznidmka pod
garou & 1 znf: 14. V pfiloze &. 2 &sti A pism. a) &tvrté odriZee se
slova ,a hmotnost (v tunich) zruguji.

»7) § 2 odst. 1 pism. b) zikona & 219/2003 Sb., o uvidéni do

ob&hu osiva a sadby péstovanych rostlin 2 0 zm&n& nékte- 15. V pfiloze &. 2 &isti A pism. c) tfeti odriZce se
rych zékont, ve znéni pozdgjich predpist.”. slova ,,— pro hnédou hnilobu® zruguji.

13. V pfiloze & 2 &sti A pism. a) se za prvni od-
rézku vklidd nové odriZzka, kterd zni: 16. V pfiloze & 2 &st B zni:

» B.  Uchovani testovanych vzorkii a partii a dokladovani testovani

1. Vznikne-li podezieni zvyskytu ptvodee krouzkovitosti nebo hnédé hniloby na
zakladé pozitivniho vysledku testovani provedeného postupy podle pfilohy ¢. 1, musi byt
az do potvrzeni nebo vyvraceni tohoto vysledku daldim postupem podle pfilohy ¢. 1
uchovany a vhodnym zplisobem konzervovany:

- cela partie rostlin, z niZ byl odebran vzorek, nebo ¢ast této partie v plivodnim obalu
s etiketou, je-1i to moZné,

- viechny hlizy a pokud moZno i rostliny odebran¢ho vzorku,
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- jakykoliv zbyvajici extrakt a dodate¢né pfipraveny material pro screeningovy(¢) test(y),

napf. skli¢ka pro imunofluorescencni test, a

- v8echny pfislusné podklady.

Uchovani hliz umozni pfipadné testovani odridové pravosti anebo pouzit jinou metodu

testovani.

2. V ptipadé potvrzeni vyskytu plivodce krouzkovitosti nebo hnédé hniloby musi byt
minimaln€é po dobu jednoho mésice od ufedniho oznameni vysledku testu zplsobem
stanovenym v § 5 odst. 3 uchovany a vhodnym zplisobem konzervovany:

- material specifikovany v bod¢ 1,

- vzorek infikovanych rostlin lilku vejcoplodého nebo rajéete naoCkovanych extraktem
z hliz nebo rostlin ( v ptipad€ hnédé¢ hniloby, kde je to vhodné), a

- izolovana kultura ptivodce krouzkovitosti nebo hné€dé hniloby.*.

17. V pfiloze & 3 bodu 1 péati odriZka zni:
»— na némZ byla k z4vlaze nebo postfiku pouZita po-
vrchové voda ze zdroje, u néhoZ bylo potvrzeno, Ze je
zamofen pivodcem hn&dé hniloby nebo ktery je ze
zamofeni pivodcem hnédé hniloby podeziely,*.

18. V pfiloze & 3 bodu 2 prvni odriZce se slovo
»0znadené“ nahrazuje slovem ,0znaleném®.

19. V pfiloze & 3 bodu 2 pité a Sesté odriZce se
slovo ,objekty” nahrazuje slovem ,pfedméty”.

20. V pfiloze & 3 bodu 2 Sesté odriZce se slova
»bodé& 3 pfilohy & 4“ nahrazuji slovy ,pfiloze &. 6,°.

21. V pfiloze & 3 bodu 2 sedmé odriZka zni:

»— hostitelské rostliny, které maji na zéklad& testovéni
podle § 6 stejny klonovy piivod jako hostitelské rost-
liny oznalené za zamofené podle § 5 odst. 1 pism. a),
a u kterych rostlinolékafskd spriva na zékladé odbor-
ného Setfeni podle § 76 odst. 2 zdkona oznadi vzhle-
dem ke klonové souvislosti zamofeni za pravdépo-
dobné, a to vetné rostlin testovanych s negativnim vy-
sledkem; v pfipadé€ pochybnosti o identité zamofenych
a klonové& pfibuznych hostitelskych rostlin rostlinolé-
ka¥ski spriva urdi testovani odridové pravosti,“.

22. V pfiloze & 3 bodu 2 desité odriZce se za
slovo ,rostliny” vklidaji slova ,pivodce hn&dé hni-
loby*.

23. V pfiloze & 3 bodu 3 &vrté odriZce se slovo
»zaplaveno® nahrazuje slovem ,zaplaveny“.

24. V pfiloze & 3 bodu 3 pité odriZce se slova
»kazd4 jednotlivi“ nahrazuji slovy ,kaZdou jednotli-
vou“ a na konci odriZzky se teCka nahrazuje &irkou.

25. V pfiloze & 3 bodu 3 se za pitou odrizku
dopliiuje nova odriZka, kteri zni:

»— vodni objekty, které jsou spojeny s povrchovou vo-
dou oznalenou podle § 5 odst. 2 pism. b) za zamofe-
nou plivodcem hnédé hniloby, s pfihlédnutim ke
sméru toku a mnoZstvi priitoku této vody a k plané
rostoucim hostitelskym rostlinim ptivodce hn&dé hni-

loby z &eledi lilkovitych.“.

26. V pfiloze & 3 bod 4 zni:
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4. Nalezitosti oznameni potvrzeného vyskytu ptvodce krouzkovitosti nebo pivodce hnédé
hniloby podle § 5 odst. 3.

4.1. Bezprostfedné po potvrzeni pfitomnosti pivodce krouzkovitosti nebo hn&dé hniloby
laboratornimi testy za pouziti metod stanovenych v ptiloze €. | se oznami Komisi a ¢lenskym
statim alespoii:
- u bramboru nazev odridy ptislusné partie, druh doddvky (konzumni, sadba atd.), u
sadby kategorie rozmnozovaciho materialu,

- u rajCete nazev odridy pfislusné partic a piipadn¢ kategorie rozmnozovaciho
materidlu.

Aniz jsou dotéeny pozadavky na oznameni podezieni z vyskytu pivodce krouzkovitosti nebo
hnédé hniloby podle § 4 odst. 4, pokud je potvrzen vyskyt v partii bramboru nebo rajcete
pivodem z jiného CcClenského statu(jinych cClenskych statd) nebo hrozi riziko zamoteni
bramboru nebo raj¢ete v jiném Clenském statu(jinych ¢lenskych statech), musi byt neprodlené
oznameny dotéenému statu(dotéenym statim) informace nezbytné ke splnéni opatieni dle § 5
odst. 4, zejména:

- nazev odrudy pfisluiné partiec bramboru nebo rajcete,
- nazev a adresa odesilatele a piijemce partie ,
- datum doruceni a mnozstvi dorucené partie,

- identifikace prislusného rostlinolékaiského osvédceni podle § 21 odst. 1 pism. d)
zakona, popiipad¢ kopie nebo Cislo rostlinolékatského pasu, nebo registracni Cislo
pestitele nebo obchodnika a kopie dodaciho listu.

42.  Po ukonceni vSech Setfeni se oznami:
- datum potvrzeni zamofent,

- stru¢ny popis Setfeni provedeného k zjisténi zdroje a mozného rozSiteni zamofend,
véetné rozsahu provedeného odbéru vzorki,

- informace o zjiSténém nebo predpokladaném zdroji(zdrojich) zamofeni,

- podrobnosti o0 rozsahu zamofeni, véetné poctu mist produkce a poctu partii s uvedenim
odrady a u sadbovych brambor kategorie rozmnozovaciho materidlu,

- podrobnosti 0 vymezeném karanténnim tzemi a bezpe¢nostni zong, véetné poctu mist
produkce, kterd nebyla oznacena jako zamotena, ale nachazeji se v karanténnim uzemi
nebo v bezpecnostni zOné,

- v ptipad¢€ plivodce hn&€dé hniloby podrobnosti o uréeni vodniho zdroje, véetn€ nazvu a
umisténi vodniho objektu a rozsahu oznaceni oblasti se zakazem zavlaZovani;

- pro kazdou zasilku nebo partii rostlin rajéete oznacenou za zamorenou, prislusné
rostlinolékaiské osvédCeni podle § 21 odst. 1 pism. d) zadkona a Cislo
rostlinolékatského pasu;

- dalSi informace souvisejici s potvrzenym(i) zdrojem(zdroji) zamoteni, které si Komise
pfipadné vyzada.®.
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27. V pfiloze & 4 bodu 1 pism. a) se slova ,pro
hlizy napadené piivodcem hnédé hniloby“ zrusuji a za
slovo ,nebo” se vklidaji slova ,,v pfipadé hliz napade-
nych ptivodcem hnédé hniloby*.

28. V pfiloze & 4 bodu 1 pism. c) se za slova
p p

»funguje systém® vkladaji slova ,o&isty a“ a za slovo

»zheskodiiovani“ slova ,nebo likvidaci®.

29. V pfiloze &. 4 bodu 1 pism. €) se slova ,a pfi
kterém*“ nahrazuji slovy ,, , pokud bylo prokédzino, ze“
a na konci se te¢ka nahrazuje &irkou.

30. V pfiloze & 4 bodu 1 se na konci te¢ka na-
hrazuje &irkou a dopliiuje se pismeno f), které véetnd
poznimky pod &arou &. 1 zni:

»f) spaleni s pfihlédnutim ke zvld$tnimu zikonu®).

1y Zikon & 86/2002 Sb., o ochrang ovzdu¥i a o zmén& nékte-
rych dalsich zikond (zdkon o ochrané ovzdusi), ve znéni
pozdgjsich pfedpist.”.
Dosavadni poznimka pod &arou &. 1 se oznaduje jako
poznimka pod &arou &. 3.

31. V pfiloze & 4 bodu 1 text za pismenem f) zni:

»PHi likvidaci jakéhokoliv odpadu souvisejicitho s vyse
uvedenymi moZnostmi nebo vzniklého z vySe uvede-
nych moZnosti musi byt splnény poZadavky na zne-
$kodfiovani odpadl stanovené v pfiloze &. 5.

Opatfeni pod pismenem a) je moZné pouZit k naloZeni
s partii oznadenou jako zamofen jen v pfipadé, kdy
nebylo moZné zcela vyuZit postup v pismenech b)
aZ e). Opatfeni nafizend v souladu s pismeny d) a e)
sdéluje rostlinolékafskd spriva neprodlendé Komisi
a ostatnim &lenskym stitim. Pokud mi byt opatfeni
pod pismeny a) aZ e) provedeno na tizemi jiného &len-
ského stitu, povinnni osoba o tom informuje rostlino-
lékafskou sprivu, kteri tuto informaci sdéli tfedni
organizaci rostlinolékafské péce pfisluiného &lenského
statu.“.

32. V pfiloze & 4 bodu 2 pism. a) se za slo-
vy ykonzumni brambory“ vklidaji slova ,, , v misté
s vhodnym zafizenim na likvidaci odpadu dle poZza-
davkii stanovenych v pfiloze & 5%

33. V pfiloze &. 4 bodu 2 pismeno e) vetné po-
zndmky pod &arou &. 2 zni:

e) v pfipadé piivodce krouZkovitosti a rozmnoZova-

ctho materidlu bramboru vysadba hliz v karanténnim

tizemi vymezeném podle § 5 odst. 1 pism. c) za pod-
minek, Ze:

- hlizy byly v tomto karanténnim tzemi vypéstoviny
a bylo prokizino, Ze nedoslo k jejich bezprostfed-
nimu kontaktu s hlizami partie oznalené za zamofte-
nou,

— se karanténni Gzemi nenachdzi v uzaviené péstebni
oblasti pro vyrobu rozmnoZovaciho materiilu bram-
boru podle zvldstniho zikona®),

— porost bude rostlinolékafskou sprivou kontrolovin
a testovan dle pfilohy &. 1 na vyskyt pivodce krouz-
kovitosti,

— hlizy sklizené z pfislu§ného porostu budou pouZity
pouze zpiisobem podle pismene b) popt. d), pokud
nepijde o hlizy z partie oznadené za zamofenou,

2) § 7 odst. 4 zdkona & 219/2003 Sb., o uvidéni do ob&hu
osiva a sadby péstovanych rostlin a 0 zméné n&kterjch z4-

kont, ve znéni pozdéjsich piedpist.”.
Dosavadni pismeno e) se oznaluje jako pismeno f).

Dosavadni poznimka pod &arou &. 2 se oznaduje jako
poznimka pod &arou &. 5.

34. V pfiloze & 4 bodu 2 text za pismenem f) zni:
»PHi likvidaci jakéhokoliv odpadu souvisejictho s vyse
uvedenymi moZnostmi nebo vzniklého z vySe uvede-
nych moZnosti musi byt splnény poZadavky na zne-
$kodfiovini odpadii stanovené v pfiloze &. 5.
Opatfeni nafizeni v souladu s pismeny d), e) a f) sdé-
luje rostlinolékafské sprava neprodlené Komisi a ostat-
nim &lenskym stitim. Pokud m4 byt opatfeni pod pis-
meny a) az d) provedeno na tizemi jiného &lenského
stitu, povinni osoba o tom v pfedstihu informuje rost-
linolékafskou spravu, kterd tuto informaci sdéli tifedni
organizaci rostlinolékafské péce pfisluiného &lenského
stitu tak, aby bylo moZno zajistit ifedni kontrolu nad

2
1

plnénim nafizeného opatfeni.”.

35. V pfiloze & 4 bodu 4.1.1. pismena a) aZ c)
v&etné poznimek pod &arou &. 3 a 4 zndji:
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,»a) nesmi po dobu i vegetacnich obdobi nasledujicich po roce potvrzeni vyskytu plivodce

krouZkovitosti péstovat brambor vletné¢ osiva, a musi systematicky vyhledavat a
likvidovat plané rostouci rostliny bramboru a ostatni plan€ rostouci hostitelské rostliny
plvodce krouzkovitosti (§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zakona)

nebo

b)

musi tento pozemek po Ctyfi vegetacni obdobi udrZzovat jako Cerny thor nebo jej po
prvnim roce ¢emého tthoru na dobu tii vegetacnich obdobi zatravnit nebo osit jetelem,
jetelotravou, vojteskou ¢i vojtéSkotravou a porost na ném udrZzovat sekanim jako co
nejniZsi strniSté, ¢1 intenzivné spdsat, a musi na ném vyhledavat a odstratiovat plané
rostouci rostliny bramboru a ostatni plan& rostouci hostitelské rostliny plivodce
krouZkovitosti (§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zadkona);

smi péstovat brambor v prvém roce, ktery nasleduje po splnéni ustanoveni uvedenych

pod pism. a), ale jen s podminkou, 7e

b&hem piedchazejicich dvou let bylo na zaklad¢ pisemné Zadosti uZivatele pozemku
rostlinolékaiskou spravou ovéfeno, ze pozemek byl shledan prostym plané rostoucich
rostlin  bramboru a ostatnich plané rostoucich hostitelskych rostlin  plvodce
krouzkovitosti,

k vysadbé bude pouZit rozmnoZovaci materia” nebo farmatska sadba® vypéstovana pod
kontrolou rostlinolékaiské spravy a testovana dle pfilohy & 1 na vyskyt plvodce
krouzkovitosti s vysledkem negativnim, a

sklizeni bude uréena pouze ke konzumnim uceltim nebo k priimyslovému zpracovani (§ 76
odst.1 pism. a) bod 1. zakona);

po splnéni ostatnich mimotadnych rostlinolékarskych opatfeni nafizenych
v karanténnim uzemi podle bodu 4 smi v dal§im skliziiovém obdobi nasledujicim po
pfislusném rotaCnim cyklu, ktery musi Cinit nejméné 2 roky, péstovat brambory na
sadbu nebo na konzum s podminkou, Ze rostlinolékaiska sprava provede vymezovaci
pruzkum vyskytu puvodce krouzkovitosti podle § 3 odst. 3, k vysadbé bude pouzit
rozmnozovaci material” nebo farmaiska sadba? vypSstovana pod kontrolou
rostlinolékatské spravy a testovana dle pfilohy €. 1 na vyskyt pivodce krouzkovitosti
s vysledkem negativnim, a sklizené€ hlizy budou testovany dle pfilohy ¢. 1 na vyskyt
puvodce krouzkovitosti.

%) § 2 odst. 1 pism. b) zdkona & 219/2003 Sb., o uvidéni do
obghu osiva a sadby péstovanych rostlin a 0 zméné nékte-
rych zikond, ve znéni pozd&jsich predpisi.

*) § 19a zdkona & 408/2000 Sb., o ochrang priv k odriidim
rostlin a o zmé&né zikona & 92/1996 Sb., o odrtidich, osivu
a sadbé péstovangch rostlin, ve znéni pozdgjsich piedpist,
(zdkon o ochrané priv k odrtidim), ve znéni pozdgjsich
predpist.”.

36. V pfiloze & 4 bodu 4.1.4. se na konci pfed
stfednik vklidaji slova ,a sklizené brambory musi byt
testovany postupem podle pfilohy & 1 [§ 76 odst. 1
pism. d) zdkona]“.

37. V pfiloze & 4 bodu 4.1.5. se slovo ,manipu-
lace“ nahrazuje slovem ,,mampulam , slovo ,,mate-
ridlu')* slovem ,materidlu®)* a za slova ,,materlalu)
bramboru® se vklidaji slova ,a farmifské sadby®) vy-
péstované pod kontrolou rostlinolékafské sprivy a tes-
tované dle prilohy & 1 na vyskyt pivodce krouzkovi-
tosti s vysledkem negativnim®.

38. V pfiloze &. 4 bodu 4.1.6. druhi odriZka zni:
»— provadét odistu stroji, dopravnich prostfedkd, skla-
dovacich prostor, tfidicich linek, obald, palet a jinych
pfedmétli po kaZdém pouZiti pfi vyrobé hliz bramboru
po dobu stanovenou rostlinolékafskou sprivou [§ 76
odst. 1 pism. a) bod 2. zdkona]; o&ista stroji se provadi



Castka 107

Sbirka zikont & 328 / 2008

Strana 5055

po ukongeni jejich price na jednom pozemku s alespoii
jednim porostem bramboru, oéista skladovacich pros-
torti, obalii, palet, tfidi¢ek, dopravnich prostfedk a ji-
nych pfedméti vZdy po vyskladnéni jedné partie nebo
ukongeni price s jednou partif;“.

39. V piiloze &. 4 bodu 4.1.7. se slovo ,materidl')“
nahrazuje slovem ,materidl)* a za slovo ,materidl’) se
vkladaji slova ,nebo farmitski sadba*) vypéstovani
pod kontrolou rostlinolékafské sprivy a testovani dle
pfilohy &. 1 na vyskyt piivodce krouZzkovitosti s vysled-
kem negativnim,“.

40. V pfiloze &. 4 bodu 4.2. pism. a) se za slovo
»brambor,“ vklidaji slova ,v&etné osiva,“ a slovo ,de-
zinfekce® se nahrazuje slovem ,dezinfekei®.

41. V pfiloze & 4 bodu 4.5. pismeno b) zni:

»b) musi zabezpeéit oddélenou manipulaci a oddélené
skladovini rozmnoZovactho materidlu bramboru?)
a farmafské sadby*) vypéstované pod kontrolou rostli-
nolékafské sprivy a testované dle pfilohy & 1 na vyskyt
pivodce krouzkovitosti s vysledkem negativnim
od ostatnich rostlin bramboru [§ 76 odst. 1 pism. a)
bod 1. zikonal;“.

42. V pfiloze & 4 bodu 4.5. pism. c) se slovo ,,ma-
teridl')* nahrazuje slovem ,materidl®)* a za slovo ,,ma-
* 213\ ¢ 2 ‘s rv 4
teridl®)“ se vklidaji slova ,nebo farmifskou sadbu®) vy-
péstovanou pod kontrolou rostlinolékafské sprivy
a testovanou dle pfilohy &. 1 na vyskyt ptivodce krouz-
kovitosti s vysledkem negativnim*.

43. V pfiloze & 4 bodu 5.2.1. pism. a) se za slova
»hn&dé hniloby* vkladaji slova ,v&etn& osiva bramboru
a rajéete,” a slova ,,jeji pfenos“ se nahrazuji slovy ,jeho
prenos®.

44. V pfiloze &. 4 bodu 5.2.1. pismena c) a d) znéji:
»€) smi v pfipadé reZimu podle pismene a) péstovat
brambor nebo rajée v prvnim vegetaénim obdobi, které
nisleduje po splnéni ustanoveni uvedenych pod pisme-
nem a), ale jen s podminkou, Ze

- b&hem pfedchizejicich dvou let bylo na zikladé pi-
semné zidosti uZivatele pozemku rostlinolékafskou
sprivou ovéfeno, Ze pozemek byl shleddn prostym
plané rostoucich rostlin bramboru, rajéete a jinych
hostitelskych rostlin, véetn& pleveld z &eledi lilkovi-
tych, a

- v pfipad& péstovini brambor bude k vysadbé pouzit
rozmnoZovaci material’), a

— sklizeli bude uréena pouze ke konzumnim t&elim
nebo k primyslovému zpracovini,

- v pfipadé bramboru a rajéete budou sklizené bram-
borové hlizy & rostliny rajéete testoviny postupem
podle pfilohy &. 1;

nisledn& smi p&stovat brambor nebo rajée aZ po uply-

nuti vhodné rotace plodin stanovené rostlinolékafskou

sprivou a v pfipadé péstovani brambor musi k vysadbé

pouZit rozmno¥ovaci materidl’), a sklizeti musi byt

urlena pouze ke konzumnim G&elim nebo k priimys-

lovému zpracovéni, pro pfipadné péstovini sadbovych

brambor musi byt pfedem proveden vymezovaci pri-

zkum vyskytu piivodce hnédé hniloby podle § 3 odst. 3

[§ 76 odst. 1 pism. a) bod 1. zdkona];

d) smi v pfipadé reZimu podle pismene b) péstovat

brambor nebo rajée v prvnim vegetaénim obdobi, které

nisleduje po splnéni ustanoveni uvedenjch pod pisme-

nem b), ale jen s podminkou, Ze

— b&hem pfedchizejicich dvou let bylo na zikladé pi-
semné zidosti uZivatele pozemku rostlinolékafskou
sprivou ovéfeno, Ze pozemek byl shleddn prostym
plan& rostoucich rostlin bramboru, rajéete a jinych
hostitelskych rostlin pivodce hnédé hniloby, véetnd
pleveld z &eledi lilkovitych, a

- v pfipad& pé&stovani brambor bude k vysadbé pouZit
rozmnoZovaci materiil®), a

- brambory mohou byt péstoviny pro sadbové nebo
konzumni éely nebo k primyslovému zpracovini,
a v pfipad& bramboru a rajéete budou sklizené bram-
borové hlizy, pfipadné rostliny rajéete, testoviny
postupem podle pfilohy & 1 [§ 76 odst. 1 pism. a)
bod 1. zdkonal;“.

45. V pfiloze & 4 bodu 5.2.1. pism. e) se slova ,a
po uplynuti odgovidajiciho rotaéniho cyklu® zrusuji,
slovo ,materidl®)“ se nahrazuje slovem ,materidl’)
a slovo ,zdkona®)* slovem ,zdkona®)*; poznimka
pod &arou & 5 zni:

») § 6 zdkona & 219/2003 Sb., o uvidéni do ob&hu osiva
a sadby pé&tovanych rostlin a 0 zméné nékterych zikont,

wivs

ve znéni pozd&jSich pfedpist.”.

46. V pfiloze & 4 bodu 5.2.2. pism. a) se za slova
»hostitelské rostliny pivodce hnédé hniloby“ vklidaji
slova ,, , v&etné osiva bramboru a rajéete,“, na konci
pism. a) se vklid4 &irka a slovo ,nebo“ a vklidaji se
dv& nové odrizky, které v&etné poznimky pod &arou
¢. 6 zndjt:

»— smi péstovat brambor za podminky, Ze k vysadbé
bude pouZit pouze rozmnoZovaci materidl®), ktery
byl Gfedné uznin podle zvld$tniho zikona®), a pro-
dukce bude urlena vyluéné pro konzumni déely
nebo k primyslovému zpracovini [§ 76 odst. 1
pism. a) bod 2. zikona],

- smi péstovat rajée pouze z osiva, které odpovidé po-
¥adavkéim podle zvld3tniho pravniho predpisu®), a to
pouze pro produkei plodd [§ 76 odst. 1 pism. a)
bod 2. zikona];

6) Priloha & 4 vyhlisky & 215/2008 Sb., o opatfenich proti
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zavlékani a rozifovani $kodlivych organismi rostlin a rost-
linnych produktd.”.

47. V pfiloze & 4 bodu 5.2.2. pismeno b) zni:

»b) smi po dobu dvou let nisledujicich po roce pro-
vedeni opatfeni podle pismene a)

-k pestovanl bramboru pouZivat ]en rozmnoZovaci
materidl®) nebo farmi¥skou sadbu) vypéstovanou
pod kontrolou rostlinolékafské sprivy a testovanou
dle pfilohy & 1 na vyskyt pivodce hnédé hniloby
s vysledkem negativnim,

- k péstovani rajéete pouZivat pouze osivo, které od-
povidi poZzadavkim podle zvl4$tniho pravmho pfed-
plsu6), nebo rostliny rajéete vypéstované z uvedeného
osiva pod kontrolou rostlinolékafské sprivy [§ 76
odst. 1 pism. a) bod 2. zikona];“.

48. V pfiloze & 4 bodu 5.2.2. pismeno c¢) zni:

»¢) musi ihned po oznadeni mista produkce za zamo-
fené a nasledn& aZ do doby prvého pfipustného pésto-
vani bramboru nebo rajéete kazdoroéné provadét odis-
tu a dezinfekei vSech stroji a skladovacich zafizeni
pouZivanych pfi péstovani bramboru nebo rajéete zpi-
sobem uvedenym v pfiloze & 6 [§ 76 odst. 1 pism. a)
bod 2. zikonal;“.

49. V pfiloze &. 4 bodu 5.2.2. se dopliiuje pisme-
no e), které znf:

»€) musi po dobu tfi dplnych vegetaénich obdobi od
potvrzeni vyskytu ptivodce hnédé hniloby vyhleddvat
a likvidovat plang rostouci rostliny bramboru a ostatni
plané rostouci hostitelské rostliny pivodce hnédé hni-
loby [§ 76 odst. 1 pism. a) bod 2. zdkona].“.

50. V pfiloze &. 4 bodu 5.7. pism. a) se slova ,,ji-
nych hostitelskych rostlin“ nahrazuji slovy ,,jiné hosti-
telské rostliny” a za slova ,hné&dé hniloby véetn&“ se
vklidaji slova ,, , osiva bramboru a“.

51. V pfiloze &. 4 bodu 5.7. plsm b) se slovo ,,ma-
teridlu“ nahrazuje slovy ,,materlalu ) ifedné uznaného
podle zvla3tniho zikona®) nebo*.

52. V pfiloze & 4 bodu 5.7. se za pismeno b)
vkldd4 nové pismeno c), které zni:

»¢) musi k péstovini rajéete pouZivat pouze osivo,
které odpov1da poZadavkiim podle zvlsStnho pravniho
predplsu ), nebo rostliny rajéete vyp&stované z uvede-
ného osiva pod kontrolou rostlinolékafské sprivy [§ 76
odst. 1 pism. a) bod 2. zdkona];“.

Dosavadni pismeno c) se oznaluje jako pismeno d).
53. V pfiloze & 4 bodu 5.10. pismena b) aZ d)

zndjt:

»b) zabezpetit oddélenou manipulaci a oddélené skla-

dovini rozmnoZovactho materidlu®) bramboru a far-
méiské sadby*) vypéstované pod kontrolou rostlinolé-

kafské sprivy a testované dle pfilohy & 1 na vyskyt
pivodce hnédé hniloby s vysledkem negativnim od
ostatnich rostlin bramboru [§ 76 odst. 1 pism. a) bod
1. zikona];

o) k pestovanl bramboru pouz1vat jen rozmnoZovaci
materidl’) nebo farmi¥skou sadbu*) vypéstované pod
kontrolou rostlinolékafské sprivy a testované dle pfi-
lohy &. 1 na vyskyt pivodce hnédé hniloby s vysledkem
negativaim [§ 76 odst. 1 pism. a) bod 1. zdkona];

d) k péstovini rajéete pouZivat pouze osivo, které od-
pov1da pozadavkim podle zvla$tniho pravniho pfed-
pisu 6), nebo rostliny rajéete vypéstované z uvedeného
osiva pod kontrolou rostlinolékafské sprivy [§ 76
odst. 1 pism. a) bod 2. zdkona].“.

54. V pfiloze & 4 bodu 5.11. pismena a) a b) znéji:
»a) providi kaZzdoroéné prizkum vyskytu pivodce
hnédé hniloby, a to vzorkovinim povrchové vody a pfi-
padnych hostitelskych rostlin z &eledi lilkovitych u do-
tyénych zdroji vody zplisobem stanovenym rostlino-
lékafskou sprivou a nislednym testovinim podle pfi-
sluinych metod stanovenych v pfiloze & 1;

b) providi kontrolu zavlaZovacich a postfikovych sy-
stémi a popfipadé stanovi takové podminky umélého
zavlaZoviéni hostitelskych rostlin piivodce hnédé hni-
loby, aby se zabranilo jeho §ifeni, vEetné zdkazu pouZi-
vani vody oznalené za zamofenou k zavlaZovéni a po-
stfiku hostitelskych rostlin pivodce hn&dé hniloby.
Tento zédkaz miZe byt odvolin v pfipadé, kdy je na
zéklad& vysledkid providéného prizkumu prokizino,
Ze povrchovi voda jiZ neni zamofena, nebo Ze jsou
pouZiviny k zavlaZovéni a postfiku technologie schvi-
lené rostlinolékafskou spravou, které vyluéuji vyskyt

2.6

pivodce hnédé hniloby a jeho $ifeni;”.

55. V pfiloze & 5 bod 1. v&etn& poznimky pod
arou ¢&. 2 zni:

»1. Pevny odpad ze zpracovini hliz brambor a rost-
lin rajéete

Vyhozené hlizy bramboru, bramborové slupky

nebo plody rajéete a jiny pevny odpad vznikly

pfi zpracovani hliz bramboru (napf. zemina, ka-
meni apod.) a rostlin rajéete musi byt:

a) odvezeny do fizené sklidky odpadt a okamZité
pfevrstveny vhodnym materilem (zemina, sut
apod.). Odpad musi byt pfivezen pfimo na
sklddku a musi byt zabalen tak, aby bylo b&hem
transportu vyloudeno nebezpe&i vypadnuti od-
padu z dopravniho prostfedku.

Mohou byt pfitom vyuZity jen takové sklidky,
u nichZ je vylou&eno nebezpedi tiniku pivodce
krouZzkovitosti nebo hné&dé hniloby do pro-
stfedi, napf. prosdknutim do zemédélsky vy-
uzivané orné pidy nebo, v pfipadé hliz napa-
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denych ptivodcem hnédé hniloby, do povrcho-

vich vod Sivangch k zavlazovani zemedél- 2y Zskon & 86/2002 Sb., o ochrang ovzdusf a o zméng& nékte-

rych dalsich zikond (zdkon o ochrané ovzdusi), ve znéni

ské pidy, nebo pozdgjiich pfedpist.”.
. o112 . v s . 2
b) sp;leny s pfihlédnutim ke zvl4§tnimu zdkonu®), 56. V piiloze & 5 bodu 2. prvnf odrizka zni:
nebo ¥ vy - vz LIS T :
) o L . »— pfed vypusténim zahfit po dobu minimélné 30 mi-
c) zrvleskodne’ny jnym  opatrenim, kte’re vbylo nut pfi teploté minimélné 60 °C uvnitf objemu,“.
pfedem pisemné schvileno rostlinolékafskou
spravou a pokud bylo prokizino, Ze nehrozi GLII
rozpoznatelné riziko rozsifeni pivodce krouz- Udinnost
kovitosti ani hnédé hniloby. Tato opatfeni sdé-
luje rostlinolékafskd spriva Komisi a ostatnim Tato vyhldska nabyvi @linnosti dnem jejtho vy-
Elenskym stitim. hl4Seni.
Ministr:

Mgr. Gandalovié v. r.
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