.Priloha ¢. 1
k nariadeniu vlady ¢. 70/2004 Z. z.

Cast A
Testovacia schéma na diagnostiku, uré¢ovanie pritomnosti a identifikaciu baktérie,

ktora sposobuje baktériovii krazkovitost Clavibacter michiganensis
(SmitH) Davis et al. ssp. sepedonicus (SPIECKERMANN et KoTTHOFF) Davis et al.

ROZSAH TESTOVACEJ SCHEMY

Predlozena schéma uvadza rozlicné postupy pouzivané pri

a) diagnoze baktériovej kruzkovitosti v zemiakovych hluzach a rastlinach zemiaka,

b) urcovani pritomnosti Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus vo vzorkach zemiakovych hluz a rastlin zemia-
ka,

c) identifikacii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

VSEOBECNE ZASADY

Optimalizované protokoly pre rézne metody, validované ¢inidla a podrobnosti o priprave materialu potrebného na
testy st uvedené v dodatkoch tejto prilohy. Zoznam laboratorii, ktoré boli zaradené do optimalizacie a validovania
protokolov, st1 uvedené v dodatku 1 tejto prilohy.

KedZe sucastou protokolov je urcovanie pritomnosti karanténneho organizmu a budua obsahovat aj vyuzitie zZivota-
schopnych kultar Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus ako kontrolného materialu, bude nevyhnutné vyko-
nat postupy na zaklade nalezitych karanténnych podmienok s adekvatnymi zariadeniami na zneskodnovanie odpa-
du a na zaklade podmienok nalezitych licencii, ktoré vydali prislusné arady pre karanténu rastlin.

Parametre testovania musia zarucit jednoznaéné a opakovatelné zistenie pritomnosti turovni Clavibacter michiganen-
sis ssp. sepedonicus na prahoch stanovenych pre vybrané metody.

Presna priprava pozitivnych kontrol je nevyhnutna.

Sucastou testovania v sulade s pozadovanymi prahmi je aj spravne nastavenie, idrzba a kalibracia zariadenia, sta-
rostlivé zaobchadzanie s ¢inidlami a ich uchovavanie, ako aj vSetky opatrenia na zabranenie kontaminacii medzi
vzorkami, napriklad oddelenie pozitivnych kontrol od testovanych vzoriek. Musia sa uplatnovat normy na kontrolu
kvality, aby nedoslo k administrativnym i inym omylom, najma ak ide o oznac¢ovanie a dokumentaciu.



Pozitivny vyskyt podla § 3 ods. 3 znamena pozitivny vysledok v diagnostickych alebo skriningovych testoch, ktoré sa
vykonali na vzorke, ako sa uvadza v diagramoch.

AKk je prvy skriningovy test (IF alebo PCR/FISH) pozitivny, existuje podozrenie kontaminacie baktériovou kruzkovi-
tostou a musi sa vykonat druhy skriningovy test. Ak je druhy skriningovy test pozitivny, podozrenie je potvrdené (po-
dozrivy vyskyt) a testovanie podla schémy musi pokracovat. Ak je druhy skriningovy test negativny, povazuje sa vzor-
ka za nekontaminovanu baktériovou kruzkovitostou.

Pozitivna reakcia na IF test podla § 3 ods. 3 sa definuje ako pozitivna reakcia na IF test, ktora sa potvrdila v druhom
skriningovom teste (PCR/FISH).

Potvrdena pritomnost podla § 4 ods. 1 znamena izolovanie a identifikaciu ¢istej kultury Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus s potvrdenim patogenity.

1. ZNAZORNENIE VYVOJOVYM DIAGRAMOM
1.1. Schéma uréovania pritomnosti na diagnostikovanie baktériovej krizkovitosti v zemiakovych hluzach
a v rastlinach zemiaka s priznakmi baktériovej kriuzkovitosti

Postup testovania sa tyka zemiakovych hluz a rastlin zemiaka s typickymi alebo podozrivymi priznakmi baktériovej
kruzkovitosti zemiaka. Patri sem rychly skriningovy test, izolacia patogénu z infikovaného cievneho pletiva na dia-
gnostickych médiach a pri pozitivnom vysledku identifikacia kultary ako Clavibacter michiganensis ssp. sepedoni-
cus.
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Poznamky:

1) Opis priznakov sa nachadza v bode 2.

2) Vhodné testy su:
— IF test (bod 4),
- test PCR (bod 6),
- test FISH (bod 5).

%) Hoci je izolovanie patogénu riedenim a platiiovym rozterom z rastlinného materialu s typickymi priznakmi jasné, kultivovanie moze zly-
hat v pokrocilych fazach infikovania. Saprofytické baktérie rastuce na infikovanom pletive mo6zu rast ovela rychlejsie ako patogén alebo
mozu potlacit jeho rast na izolacnom médiu. Preto sa odporuca pouzit naraz neselektivne aj selektivne média, ak mozno MTNA (bod 8)

alebo biotest (bod 7).
%) Opis typickej morfologie kolonie sa uvadza v bode 8.
5) Ak je test izolacie negativny, ale priznaky ochorenia su typické, musi sa izolacia zopakovat.
%) Spolahliva identifikacia cistej kultary baktériovej kruzkovitosti sa dosiahne pouzitim testov uvedenych v bode 9.
) Test patogenity sa uvadza v bode 10.

1.2. Schéma na uréenie pritomnosti a identifikaciu baktériovej kriZkovitosti vo vzorkach bezpriznakovych
zemiakovych hliz

Princip

Cielom testovacieho postupu je zistit pritomnost skrytych infekcii v zemiakovych hluzach. Pozitivny vysledok najme-

nej dvoch skriningovych testov zalozenych na réznych biologickych principoch musi doplnat izolacia patogénu a na-

sledne pri izolacii typickych kolonii potvrdenie ¢istej kultury ako Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Pozi-

tivny vysledok iba jedného zo skriningovych testov nie je dostatoény na to, aby sa vzorka povazovala za podozrivu.

Skriningové testy a izola¢né testy musia umoznit prah zistenia pritomnosti 10® az 10* buniek/ml resuspendovaného

peletu, zahrnujuci pozitivne kontroly v kazdej sérii testov.
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Poznamky:

1) Standardna velkost vzorky je 200 hltz, postup sa da vsak pouzif aj s mensimi vzorkami, ak 200 hltz nie je k dispozicii.

?) Extrakcia patogénu a metody koncentracie sa uvadzaju v bode 3.1.

%) Ak najmenej dva testy zalozené na biologickych principoch su pozitivne, musi sa vykonat izolacia a potvrdenie. Vykona sa najmenej je-
den skriningovy test. Ak je tento test negativny, vzorka sa povazuje za negativnu. AK je test pozitivny, vyzaduje sa druhy alebo dalsie
skriningové testy zaloZené na réznych biologickych principoch s cielom overit prvy pozitivny vysledok. Ak druhy alebo dalsie testy su
negativne, vzorka sa povazuje za negativnu. DalSie testy nie st potrebné.

4) Imunofluorescencny (IF) test.

Pre IF skrining sa vzdy pouzije polyklonalna protilatka, s dodato¢nymi monoklonalnymi protilatkami je mozné ziskat viac Specifickosti
(bod 4).
5) Test PCR.
Pouziju sa nalezite validované PCR ¢inidla a protokoly (bod 6).
6) Test FISH.
Pouziju sa nalezite validované cinidla a protokoly (bod 5).

7) Selektivna izolacia.

S médiom MTNA alebo NCP-88 a s pouzitim riedenia 1/100 resuspendovaného peletu vzorky je to v mnohych pripadoch vhodna metoda
pre priamu izolaciu baktériovej kruzkovitosti. Typické kolénie mozno ziskat tri az desat dni po platilovom roztere. Patogén sa da cistit
aidentifikovat. Test si na plné vyuzitie svojho potencialu vyzaduje starostliva pripravu vyrezkov pupkovych koncov hluz, aby sa predis-
lo kontaminacii druhotnymi baktériami, ktoré sa spajaju so zemiakovou hluzou a stt konkurenénymi organizmami baktériovej kruzko-
vitosti na médiu a mozu prerast patogén. Ak platinovy test zlyha, izolacia sa musi vykonat z rastlin pouzitych na biotest (bod 8).

%) Biotest sa pouziva na izolaciu baktériovej kruzkovitosti z peletov zo zemiakového extraktu selektivnym obohatenim v rastlinach bakla-
zanu (Solanum melongena). Test si vyzaduje optimalne inkubaéné podmienky tak, ako st uvedené v ramci tejto metédy. Baktérie inhi-
bujuce baktériova kruzkovitost na médiu MTNA alebo NCP-88 do tohto testu najpravdepodobnejsie zasahovat nebudu (bod 7).

9) Typicka morfologia kolonie sa uvadza v bode 8.

19) Kultivovanie alebo biotesty mozu zlyhat z dovodu konkurencie alebo inhibicie saprofytickymi baktériami. Ak sa v skriningovych testoch
dosiahnu pozitivne vysledky, ale izolacné testy st negativne, zopakuju sa izolacné testy z toho istého peletu alebo odobratim dodatoc¢né-
ho cievneho pletiva pri pupkovom konci z rozrezanych hluz z tej istej vzorky, a ak je to potrebné, testuju sa dodato¢né vzorky.

1) Spolahliva identifikacia ¢istych predpokladanych kultur baktériovej kruzkovitosti sa dosiahne pouzitim testov opisanych v bode 9.

!2) Test patogenity sa uvadza v bode 10.



1.3. Schéma na urcovanie pritomnosti a identifikaciu baktériovej krazkovitosti vo vzorkach bezpriznako-
vych rastlin zemiaka
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Poznamky:

) Bod 3.2 pre odporuc¢anu velkost vzorky.

?) Extrakcia patogénu a metody koncentracie sa uvadzaju v bode 3.2.

%) Ak najmenej dva testy zalozené na roznych biologickych principoch su pozitivne, musi sa vykonat izolacia a potvrdenie.
Vykona sa najmenej jeden skriningovy test. Ak je tento test negativny, vzorka sa povazuje za negativnu. Ak je tento test pozitivny, vyza-
duje sa druhy alebo dalsie skriningové testy zalozené na réznych biologickych principoch s cielom overit prvy pozitivny vysledok. Ak
druhy alebo dalsie testy st negativne, vzorka sa povazuje za negativnu. Dalsie testy nie st potrebné.

4) Test selektivnej izolacie a typicka morfologia kolonie sa uvadzaju v bode 8.

5) IF test sa uvadza v bode 4.

%) Testy PCR sa uvadzaju v bode 6.

7) Test FISH sa uvadza v bode 5.

8) Biotest sa uvadza v bode 7.

9) Kultivacia alebo biotesty mozu zlyhat z dovodu konkurencie alebo inhibicie saprofytickymi baktériami. Ak sa v skriningovych testoch
dosiahnu pozitivne vysledky, ale izolacné testy st negativne, zopakuju sa izolacné testy, a ak je to potrebné, testuji sa dodatocné vzor-

19) Spolahliva identifikacia ¢istych predpokladanych kultur baktériovej kruzkovitosti sa dosiahne pouzitim testov opisanych v bode 9.
') Test patogenity sa uvadza v bode 10.



2. VIZUALNE HODNOTENIE PRIZNAKOV BAKTERIOVEJ KRUZKOVITOSTI ZEMIAKA

2.1.

2.2.

Rastliny zemiaka

Priznaky baktériovej kruzkovitosti zemiaka mo6zu byt zamenitelné s priznakmi inych chordb, starnutia alebo
mechanického poskodenia. Vadnutie je spravidla pomalé a spo¢iatku sa obmedzuje na okraje listov. Mladé
infikované listy sa éasto nadalej vyvijaju, ale na infikovanych miestach menej vyrazne. Listy tak nadobudaju
nepravidelny tvar. Listy postihnuté blokovanim cievnych zvazkov stonky, nachadzajace sa niZSie na stonke,
maju chlorotické, zIté az oranzové interkostalne oblasti. Infikované listy a dokonca stonky mézu odumriet.
Listy a hluzy ¢asto len zmenia svoju velkost. Prilezitostne sa vyvin rastlin zastavi.

Zemiakové hluzy

Prvymi priznakmi st jemna sklovitost alebo priesvitnost pletiva bez zmaknutého okolia cievneho systému,
osobitne v blizkosti pupkovych koncov. Sfarbenie prstenca cievnych zvazkov na pupkovom konci moéze byt
oproti normalnemu stavu mierne tmavsie. Prvymi lahko identifikovatelnymi priznakmi su zltkasté sfarbenie
prstenca cievnych zvizkov a vytekanie stipéekov latky syrovitej konzistencie z ciev pri jemnom stlaceni hluzy.
Tento vylucok obsahuje miliony baktérii. V tomto §tadiu sa moze objavit hnednutie cievneho pletiva. Tieto pri-
znaky sa najprv mozu obmedzovat na jednu ¢ast prstenca, nemusi to vSak byt nevyhnutne pri pupkovych
koncoch, a postupne sa mozu rozsirovat na cely prstenec. S postupujucou infekciou dochadza k rozkladu
cievnych pletiv, vonkajsia vrstva zasobného pletiva sa moze oddelovat od vnutornej vrstvy. V pokroc¢ilych §ta-
diach infekcie sa na povrchu hluz objavuju priehlbiny, ktoré maju ¢asto cerveno-hnedé sfarbenie okrajov.
Druhotné napadnutie hltiz hubami alebo baktériami moze tieto priznaky prekryt a rozliSenie pokrocilejsich
stadii tohto ochorenia od ostatnych hnilobnych ochoreni sa méze stazit.

3. PRIPRAVA VZORIEK

3.1.

Zemiakové hluzy

- Standardna velkost vzorky je 200 hltuz na kazdy test. Intenzivnejsi odber vzoriek znamena viac testov na
vzorkach tejto velkosti. VA¢Sie pocty hltuz vo vzorke povedu k inhibicii alebo zlozitej interpretacii vysledkov.
Postup sa vSak moze bez tazkosti uplatnit aj na vzorky s menej ako 200 hluzami, ked je k dispozicii menej
hluz.

- Overenie vSetkych metod na urcovanie pritomnosti opisanych nizSie sa zaklada na testovani vzoriek
200 hlaz.

- Extrakt zemiaka, ktory sa uvadza nizsie, sa moze pouzit aj na urc¢ovanie pritomnosti hnedej hniloby zemia-
ka (Ralstonia solanacearum).

Nepovinné predbezné spracovanie, ktoré predchadza priprave vzorky:

Pri ¢isteni hluz sa pouzije vhodny dezinfekény prostriedok (zluceniny chléru, ak sa ma pouzit test PCR s cie-
lom odstranit pripadnu patogénnu DNA) a Cistiaci prostriedok medzi kazdou vzorkou. Hluzy sa nechaju na
vzduchu vyschnut. Tento ¢istiaci postup je uzitoc¢ny (nie je v§ak povinny) predovsetkym pre vzorky s nadby-
toénym obsahom pody a tiez vtedy, ked sa ma vykonat test PCR alebo priama izolacia.

3.1.1. Cistym a dezinfikovanym skalpelom alebo noZom na zeleninu sa odstrani supka hluzy na jej pupkovom
konci, aby bolo vidiet cievne pletivo. Z cievneho pletiva na pupkovom konci kazdej hluzy sa opatrne vy-
reze maly kusok, pritom je potrebné dbat na to, aby sa vyrezalo ¢o najmenej necievneho pletiva.

Akékolvek hluzy s podozrivymi priznakmi baktériovej kruzkovitosti sa odlozia a testuju sa oddelene.

Ak sa pocas odoberania na pupkovom konci hluzy objavia podozrivé priznaky baktériovej krazkovitos-
ti, mala by sa vykonat vizualna prehliadka tejto hluzy po narezani pri pupkovom konci. Vsetky odreza-
né hluzy s podozrivymi priznakmi by sa mali suberizovat (zahojenie reznej rany) najmenej dva dni pri
izbovej teplote a potom uskladnit v chlade v karanténnych podmienkach (pri teplote 4 az 10 °C), pokial
sa neskoncia vsetky testy. Vsetky hluzy vo vzorke (vratane hltz s podozrivymi priznakmi) by sa mali
uchovavat podla casti B.

3.1.2. Vyrezky pupkovych koncov hltiz sa umiestnia do nepouzitych jednorazovych nadob, ktoré sa daju uza-
tvorit alebo utesnit (pri opdtovnom pouziti sa nadoby musia dokladne vy¢istit a dezinfikovat pomocou
chlérovych zluéenin). Vyrezky pupkovych koncov hltz by sa mali spracovat pokial mozno ¢o najskor.
Ak to nie je mozné, skladuju sa v nadobe bez pridania tlmivého roztoku, ochladené nie dlhsie ako 72
hodin alebo pri izbovej teplote nie dlhsie ako 24 hodin. SuSenie a suberizacia (zahojenie reznej rany) vy-
rezkov, ako aj rast saprofytov pocas skladovania mozu byt prekazkou pri uréovani pritomnosti bakté-
rie, ktora sposobuje baktériovu kruzkovitost.

3.1.3. Vyrezky pupkovych koncov hluz sa spracujua jednym z tychto postupov:

a) zaliatim sa prekryju vyrezky dostatoénym mnozZstvom (priblizne 40 ml) extrakéného tlmivého rozto-
ku (dodatok 3) a vlozZia sa do rotacnej trepacky (50 aZ 100 otacok za mintitu) na Styri hodiny prilabo-
ratornej teplote nizsej ako 24 °C alebo na 16 az 24 hodin pri 4 az 10 °C alebo

b) vyrezky sa zhomogenizuju s dostatocnym mnozstvom (priblizne 40 ml) extracného tlmivého roztoku
(dodatok 3) bud v mixéri (napr. Waring alebo Ultra Thurax), alebo drvenim v utesnenom jednorazovom
macerac¢nom vrecusku (napr. Stomacher alebo Bioreba strong guage polythene, 150 mm x 250 mm;



3.1

3.1.

3.1

3.1.

sterilizované oziarenim) s pouzitim gumeného kladivka alebo vhodného drviaceho zariadenia (napr.
Homex).

Nebezpecenstvo krizovej kontaminacie vzoriek je vysoké, ked sa vzorky homogenizuju pomocou mi-
xéra. Prijmu sa opatrenia, aby sa prediSlo vytvaraniu aerosoélu alebo preliatiu pocas extrakéného
procesu. Zabezpeci sa, aby sa pre kazdu vzorku pouzili Cerstvo sterilizované cepele mixéra a nadoby.
Ak sa ma pouzit test PCR, je potrebné zabranit akémukolvek prenosu DNA na nadobach alebo drvia-
com zariadeni. Ak sa ma pouzit PCR, odporti¢a sa drvenie v jednorazovych vrecui§kach a pouzitie
jednorazovych skumaviek.

.4. Dekantuje sa supernatant. Ak je nadmerne kalny, precisti sa bud nizkou rychlostou odstredovania

(priodstredivej sile nie va¢Sej ako 180 g pocas desiatich minut pri teplote medzi 4 az 10 °C), alebo va-
kuovou filtraciou (40 az 100 pym), filter sa premyje dodatoénym (~10 ml) extrakénym tlmivym rozto-
kom (dodatok 3).

5. Skoncentruje sa bakterialna frakcia odstredovanim pri odstredivej sile 7 000 g poc¢as 15 mintt (ale-
bo 10 000 g poc¢as 10 minut) pri teplote medzi 4 az 10 °C a supernatant sa vyleje tak, aby sa neporusil
vzniknuty pelet.

.6. Pelet sa resuspenduje v 1,5 ml peletového tlmivého roztoku (dodatok 3). Pouzije sa 500 pl na test pre

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, 500 ul na test pre Ralstonia solanacearum a 500 ul na
archivaciu. Do koneénej koncentracie 10 az 25 % (objem/objem) sa prida sterilny glycerin ku kazdé-
mu podielu, pretrepe sa a skladuje pri teplote —-16 az -24 °C (niekolko tyzdinov) alebo pri teplote -68
az-86 °C (niekolko mesiacov). Poc¢as testovania sa uchovavaju testované alikvotné podiely pri teplote
4 az 10 °C.

Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie sa neodporuca.

Ak sa pozaduje preprava extraktu, je nevyhnutné zabezpecit dodanie v chladiacom boxe v ¢asovom
rozpéti 24 az 48 hodin.

7. Je nevyhnutné, aby sa so vSetkymi pozitivnymi kontrolami a vzorkami Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus zaobchadzalo oddelene, aby nedoslo ku kontaminacii. Plati to pre podlozné sklicka
pre IF test a pre vSetky testy.

3.2. Rastliny zemiaka
Na urcenie pritomnosti skrytych populacii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus sa odporuca testovat
kompozitné vzorky. Postup sa moze bez tazkosti uplatnit na kompozitné vzorky az do mnozstva 200 Casti
stonky. (Ked sa uskutocnuju prieskumy, mali by sa zakladat na Statisticky reprezentativnej vzorke skimanej
rastlinnej populacie.)

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.
3.2.4.

3.2.5.

Cistym dezinfikovanym noZom alebo zdhradnickymi noZnicami sa odoberti 1 az 2 cm segmenty zo
spodnej casti kazdej stonky, tesne nad trovnou pody.

Segmenty stonky sa kratko dezinfikuju 70 % etanolom a okamzite sa ususia na hodvabnom papieri.

Segmenty stonky sa vlozia do uzatvorenej sterilnej nadoby v sulade s nasledujiicimi postupmi odobera-
nia vzoriek.

Segmenty stonky sa spracuju podla jedného z tychto postupov:

a) segmenty sa zaleju dostatoénym mnozstvom (pribliZzne 40 ml) extrakéného tlmivého roztoku (doda-
tok 3) a vlozZia sa do rotac¢nej trepacky (50 az 100 otacok za minutu) na §tyri hodiny pri laboratérnej
teplote niZSej ako 24 °C alebo na 16 az 24 hodin pri 4 az 10 °C alebo

b) segmenty sa okamzite spracuju drvenim v pevnom macerac¢nom vrecusku (napr. Stomacher alebo
Bioreba strong guage polythene) s nalezitym mnozstvom extrakéného tlmivého roztoku (dodatok 3)
s pouzitim gumeného kladivka alebo vhodného drviaceho zariadenia (napr. Homex). Ak to nie je moz-
né, uchovaju sa segmenty stoniek ochladené nie dlhsie ako 72 hodin alebo pri izbovej teplote nie dlh-
Sie ako 24 hodin.

Supernatant sa dekantuje po usadzovani pocas 15 mintut.

Dalsie ¢istenie extraktu alebo koncentracie bakterialnej frakcie sa spravidla nevyzaduje, ale da sa do-
siahnut filtraciou alebo odstredovanim podla bodov 3.1.4 az 3.1.6.

Neriedeny alebo koncentrovany extrakt zo vzorky sa rozdeli na dve rovnaké ¢asti. Jedna ¢ast sa uchova
pocas testovania pri teplote 4 az 10 °C a druha ¢ast sa uskladni pomocou 10 az 25 % (objem/objem) ste-
rilného glycerinu pri teplote —16 az -24 °C (niekolko tyzdnov) alebo pri teplote —-68 az -86 °C (niekolko
mesiacov), ak sa vyzaduje dalSie testovanie.



4. IF TEST
Princip

Pouzitie IF testu ako zakladného skriningového testu sa odporuca kvoli jeho preukazanej schopnosti dosiahnut po-
zadované prahy.

Ked'sa IF test pouziva ako hlavny skriningovy test a jeho vysledok je pozitivny, test PCR alebo test FISH sa musi vyko-
nat ako doplnkovy skriningovy test. Ked sa IF test pouziva ako doplnkovy skriningovy test a jeho vysledok je pozitiv-
ny, vyzaduju sa dalsie testy na doplnenie analyzy v sulade s vyvojovym diagramom.

Ked sa pouziva IF test ako hlavny skriningovy test, vzdy sa pouziva polyklonalna protilatka. Pri pozitivnom vysledku
IF testu s polyklonalnou protilatkou mozu dalsie skriningy vzorky s monoklonalnou protilatkou poskytnut viac $pe-
cifickosti, ale mozu byt tiez menej citlivé.

Pouziju sa protilatky k referenénému kmenu Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Odporuic¢a sa, aby sa titer
urdil pre kazdu nova davku protilatok. Titer sa definuje ako najvyssie riedenie, pri ktorom nastane optimalna reakcia
pri testovani suspenzie obsahujucej 10° az 10° buniek na 1 ml homologického kmena Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus a s pouzitim vhodného konjugatu fluorescen¢ného izotiokyanatu (FITC) podla odporuéania vyrobcu.
Surové polyklonalne alebo monoklonalne protilatky by mali mat titer IF najmenej 1 : 2000. Pocas testovania by sa
protilatky mali pouzivat v pracovnom riedeni (riedeniach) blizkom alebo na tirovni titra. Pouzivaju sa overené proti-
latky.

Test by sa mal vykonat na ¢erstvo pripravenych extraktoch vzoriek. Ak je to potrebné, moze sa uspesne vykonat na
extraktoch uskladnenych v glycerine pri teplote -68 az -86 °C. Glycerin sa da zo vzorky odstranit pridanim 1 ml pele-
tového tlmivého roztoku (dodatok 4), opatovnym odstredovanim poc¢as 15 minut pri odstredivej sile 7 000 g a resus-
pendacii v rovnakom objeme peletového tlmivého roztoku. Nie je to nevyhnutné, najméa ak sa vzorky upevnia na pod-
loznych sklickach nahrievanim nad plamenom (bod 4.2).

Pripravia sa osobitné podlozné sklicka s kontrolnym homologickym kmenom alebo s inym referenénym kmenom Cla-
vibacter michiganensis ssp. sepedonicus v suspenzii zemiakového extraktu podla dodatku 2 a pripadne v tlmivom
roztoku.

Prirodzene infikované pletivo (udrziavané v lyofilizovanej forme alebo zmrazené pri teplote —-16 az -24 °C) by sa malo
vyuzit, ak je to mozné, na pripravu pozitivnej kontroly na rovnakom podloznom sklicku.

Ak ide o negativne kontroly, pouziju sa alikvotné podiely extraktu vzorky, ktoré mali pri predchadzajucom testovani
negativny vysledok.

Pouziju sa viacjamkové podlozné sklicka, podla moznosti s desiatimi jamkami s minimalnym priemerom 6 mm.
Kontrolny material sa testuje rovnakym spdésobom ako vzorky.

4.1. PodloZzné sklicka sa pripravia jednym z tychto postupov:

a) Pri peletoch s relativne malym Skrobovym sedimentom:
Odmerany Standardny objem (15 pl je postac¢ujtci pre jamku s priemerom 6 mm - pri vaéSich jamkach je
potrebné pouzit zodpovedajuici va¢si objem) 1/100 riedeného resuspendovaného zemiakového peletu do
prvej jamky. Nasledne sa pipetou nanesie podobny objem nezriedeného peletu (1/1) do zostavajucich ja-
miek vrade. Dalsi rad mozno pouzit ako duplikat alebo pre druhu vzorku, ako je znazornené na obrazku 1.

b) Pre iné pelety:
Pripravia sa decimalne riedenia (1/10 a 1/100) resuspendovaného peletu v peletovom tlmivom roztoku.
Odmerany Standardny objem (15 pl je postacujuci pre jamku s priemerom 6 mm - pri vac¢sich jamkach je
potrebné pouzit zodpovedajuci vacsi objem) resuspendovaného peletu a z kazdého riedenia sa nanesu pi-
petou na rad jamiek. Dalsi rad mozno pouzit ako duplikat alebo pre druhu vzorku, ako je znazornené na
obrazku 2.

4.2. Kvapky sa nechaju vyschnut pri teplote okolitého prostredia alebo zohriatim na teplotu 40 az 45 °C. Baktério-
vé bunky sa fixuju na podloznom sklicku bud zahriatim (15 minut pri 60 °C) nad plamenom 95 % etanolu, ale-
bo podla specifickych pokynov od dodavatelov protilatok.

AK je to potrebné, mozno fixované sklicka uskladnit zmrazené vo vysusenej schranke, a to, ak je to mozné, ¢o
na najkratsi éas (maximalne tri mesiace) pred dalsim testovanim.

4.3. Postup pri IF
a) Pri priprave podlozného sklicka podla bodu 4.1 a):
Pripravi sa sada dvojnasobnych riedeni protilatky v pufri IF. V prvej jamke by mala byt 1/2 titra (T/2),
v ostatnych 1/4 titra (T/4), 1/2 titra (T/2), titer (T) a dvojnasobok titra (2T).
b) Pri priprave podlozného sklicka podla bodu 4.1 b):
Pripravi sa pracovné riedenie protilatky v timivom roztoku IF. Pracovné riedenie ovplyvni $pecifickost.



Obrazok 1: Priprava podlozného sklicka postupom podla bodov 4.1 a) a 4.3 a)

Riedenia resuspendovaného peletu

1100 11 11 11 11 O Riedenie
resuspendovaného peletu

(T =titer) T2 TIA T2 T 2T [] Dvojnasobné riedenie
antiséra/protilatky

Vzorka 1 1 2 3 4 5

0000
Duplikat vzorky 1| 6 7 8 9 10
alebo vzorka 2 . . . . .

Obrazok 2: Priprava podlozného sklicka podla bodov 4.1 b) a 4.3 b)

4.3.1.

4.3.2.

4.3.3.

4.3.4.

4.3.5.

4.3.6.

4.3.7.

Pracovné riedenie antiséra/protilatky

1/1  1/10 1/100 prézdne prézdne [] Decimalne riedenie

resuspendovaného
Vzorka 1 1 2 3 4 5 peletu
Duplikat vzorky 1 6 7 8 9 10

alebo vzorka 2

Podlozneé sklicka sa ulozia na vlhky papier. VSetky testovacie jamky sa uplne pokryju riedeniami proti-
latky. Objem protilatky nanasany na kazdua jamku musi prinajmensom zodpovedat objemu nanesené-
ho extraktu.

Nasledujuci postup by sa mal vykonat vtedy, ak dodavatelia protilatok neposkytli §pecifické pokyny.
Podlozné sklicka na vlhkom papieri sa nechaju zakryté poc¢as 30 minut pri teplote okolitého prostredia
(18 az 25 °C).

Z kazdého podlozného sklicka sa opatrne strasu kvapky a podlozné sklicka sa opatrne oplachnu tlmi-
vym roztokom IF. Preplachuju sa pat minut v tlmivom roztoku IF-Tween (dodatok 3) a potom pat minuat
v tlmivom roztoku IF. Je potrebné zabranit vytvaraniu aerosélu alebo prenosu kvapocok, ktoré by moh-
li sposobit krizova kontaminaciu. Prebyto¢na vlhkost sa starostlivo odstrani pijavym papierom.

Podlozné sklicka sa polozia na vlhky papier. Testovacie jamky sa pokryju riedenim konjugatu FITC po-
uzitym na stanovenie titra. Objem konjugatu nanasany na jamky musi zodpovedat objemu aplikovane;j
protilatky.

Podlozné sklicka na vlhkom papieri sa nechaju zakryté pocas 30 minut pri teplote okolitého prostredia
(18 az 25 °C).

Kvapky konjugatu sa opatrne strasu z podlozného sklicka. Oplachnu sa a preplachnu rovnako ako
v bode 4.3.3.

Prebytoc¢na vlhkost sa starostlivo odstrani.

Na kazdu jamku sa napipetuje 5 az 10 ul 0,1 M roztoku glycerinu timeného fosfatom (dodatok 3) alebo
komerc¢na krycia kvapalina na udrzanie signalu a prilozi sa krycie sklicko.

4.4. Hodnotenie testu IF

4.4.1.

Podlozné sklicka sa prezrii pod epifluorescenénym mikroskopom s filtrami vhodnymi pre excitaciu
FITC, pod olejovou alebo vodnou imerziou pri zvdac¢Seni 500 az 1 000. Kazdé policko sa mikroskopicky
prezrie vdvoch navzajom kolmych priemeroch a tiez po obvode. Privzorkach, v ktorych sa nenachadza-
ju ziadne bunky alebo len maly pocet buniek, sa preskima najmenej 40 mikroskopickych poli.



Najprv sa prezru podlozné sklicka s pozitivnou kontrolou. Bunky musia jasne fluoreskovat a byt aplne
sfarbené pri uréenom titri protilatky alebo pracovnom riedeni. Test IF (bod 4) sa pri odliSnom sfarbeni
musi zopakovat.

4.4.2. V testovacich jamkach podloznych sklicok sa pozoruju jasne fluoreskujtuce bunky s charakteristickou
morfolégiou Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Intenzita fluorescencie musi byt rovnaka
alebo lepsia ako pozitivny kontrolny kmen pri rovnakom riedeni protilatky. Na bunky s netplnym sfar-
benim alebo so slabou fluorescenciou sa neprihliada.

Ak existuje akékolvek podozrenie z kontaminacie, test sa musi zopakovat. Tento pripad moéze nastat,
ak vSetky podlozné sklicka v S§arzi vykazuju pozitivne bunky v désledku kontaminacie timivého roztoku
alebo ak sa pozitivne bunky nachadzaju (mimo jamiek podloznych sklicok) na krycej vrstve podloZzného
sklicka.

4.4.3. Existuje viacero problémov stuivisiacich so §pecifickostou imunofluorescen¢ného testu. Neziaduce po-
pulacie fluoreskujucich buniek s atypickou morfologiou a saprofytickych baktérii spésobujucich kri-
zové reakcie s velkostou a morfologiou podobnou baktériovej kruzkovitosti sa pravdepodobne vyskyt-
nu v peletoch vyrezkov pupkovitych koncov hltz a segmentov stoniek.

4.4.4. Prihliada sa iba na fluoreskujuce bunky s typickou velkostou a morfolégiou pri titri alebo pracovnom
riedeni protilatok podla bodu 4.3.

4.4.5. Vyhodnotenie vysledkov testu IF:

a) Ak sa najdu jasne fluoreskujuce bunky s charakteristickou morfolégiou, odhadne sa priemerny po-
cet typickych buniek na mikroskopické pole a vypocita sa pocet typickych buniek na 1 ml resuspen-
dovaného peletu (dodatok 4).

Vysledok testu IF sa hodnoti ako pozitivny pri vzorkach s najmenej 5 x 10° typickych buniek na 1 ml
resuspendovaného peletu. Vzorka sa povazuje za potencialne kontaminovanu a vyzaduje sa dalsie
testovanie.

b) Vysledok testu IF sa hodnoti ako negativny pri vzorkach s menej ako 5 x 10° buniek na 1 ml resus-
pendovaného peletu a vzorka sa povazuje za negativnu. DalSie testovanie sa nevyzaduje.

5. TEST FISH
Princip
Ked'sa test FISH (fluorescenc¢na hybridizacia in situ) pouziva ako prvy skriningovy test a ma pozitivny vysledok, musi

sa vykonat test IF ako druhy povinny skriningovy test. Ked sa test FISH pouziva ako druhy skriningovy test a ma po-
zitivny vysledok, vyzaduje sa dalsie testovanie podla vyvojového diagramu na dokoncenie diagnostiky.

Pouziju sa overené Specifické oligoproby Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (dodatok 7). Predbezné testova-
nie touto metédou by malo umoznit opakovatelné urcenie pritomnosti najmenej 10° az 10" buniek Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus na 1 ml pridanych do extraktov vzoriek, ktoré boli predtym testované s negativnym vysled-
kom.

Nasledujuci postup by sa mal podla moznosti vykonat na ¢erstvo pripravenom extrakte vzorky, ale da sa uspesne vy-
konat na extrakte vzorky, ktory bol uchovany v glycerine pri teplote —-16 az -24 °C alebo -68 az -86 °C.

Ak ide o negativne kontroly, pouziju sa alikvotné podiely extraktu vzorky, ktoré boli predtym testované s negativnym
vysledkom pre Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Ak ide o pozitivne kontroly, pripravia sa suspenzie s obsahom 10° az 10° buniek na 1 ml Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus (napr. kmen NCPPB 4053 alebo PD 406) v 0,01 M fosfatového tlmivého roztoku (PB) z 3- az 5-dnovej
kultary (dodatok 2). Osobitne sa pripravia kontrolné podlozné sklicka s homologickym kmenom alebo inym referenc-
nym kmenom Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus v suspenzii zemiakového extraktu podla dodatku 2.

Pouzitie eubakterialnej oligoproby s oznac¢enim FITC umoznuje kontrolovat proces hybridizacie, pretoze sfarbi vset-
ky eubaktérie pritomné vo vzorke.

Kontrolny material sa testuje rovnakym spdésobom ako vzorka.
5.1. Fixovanie zemiakového extraktu
Nasledujuci test sa zaklada na Wullings et al. (1998):
5.1.1. Pripravi sa fixaény roztok (dodatok 7).

5.1.2. Pipetou sa nanesie 100 ul z kazdého extraktu vzorky do Eppendorfovej skimavky a odstreduje sa pri
odstredivej sile 7 000 g pocas 6smich mintt.

5.1.3. Odoberie sa supernatant a rozpusti sa pelet v 500 pl fixativu pripraveného < 24 hodin vopred. Pretrepe
sa a inkubuje cez noc pri teplote 4 °C.
Ako fixativ mozno pouzit aj 96 % etanol. V takomto pripade sa pelet opisany v bode 5.1.2 rozpusti
v zmesi pozostavajucej z 50 ul 0,01 M PB a 50 pl 96 % etanolu. Zmiesa sa pretrepanim a inkubuje pri
teplote 4 °C pocas 30 az 60 mintut.



5.1.4.

5.1.5.

Pocas 6smich minut sa odstreduje pri odstredivej sile 7 000 g, odoberie sa supernatant a resuspenduje
sa pelet v 75 ul 0,01M PB (dodatok 3).

Nanesie sa 16 pl fixaénych suspenzii na ¢isté multitestovacie podlozné sklicko, ako znazornuje obrazok
3. Dve rozne neriedené vzorky sa aplikuju na kazdé sklicko a pouzije sa 10 ul na vytvorenie riedenia
1:100 (v0,01 M PB). Zvysny roztok vzorky (49 ul) mozno uskladnit pri teplote -20 °C po pridani 1 obje-
movej jednotky 96 % etanolu. Ak skuska FISH vyZaduje opakovanie, odstrani sa etanol odstredenim
a prida sa rovnaké mnozstvo 0,01 M PB (zmieSa sa pretrepanim).

Obrazok 3: Usporiadanie podloZzného sklicka pre test FISH

5.1.6.

vzorka 1 prazdna prazdna prazdna vzorka 2
jamka 1 jamka 2 jamka 3 jamka 4 jamka 5
vzorka 1 prézdna prézdna prézdna prézdna
jamka 6 jamka 7 jamka 8 jamka 9 jamka 10
krycie skli¢ko 1 krycie skli¢ko 2

Podlozné sklicka sa nechaju ususit na vzduchu (alebo v susicke pri teplote 37 °C) a zafixuju sa flambo-
vanim.

V tomto §tadiu mozno postup prerusit a s hybridizaciou pokracovat nasledujuci den. Podlozné sklicka
by sa mali ulozit na suchom mieste, chranené pred prachom, pri izbovej teplote.

5.2. Predhybridizacia a hybridizacia

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.
5.2.9.

Pripravi sa lyzozymovy roztok s obsahom 10 mg lyzozymu (Sigma L-6876) v 10 ml tlmivého roztoku
(100 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH 8,0). Tento roztok mozno uskladnit, ale sa m6ze zmrazit a rozmra-
zit len raz. Kazda vzorka sa pokryje priblizne 50 ul lyzozymového roztoku a inkubuje sa poc¢as desiatich
minut priizbovej teplote. Potom sa namocia podlozné sklicka jeden raz do demineralizovanej vody a vy-
susia sa pomocou filtraéného papiera.

Ina moznost: v kazdej jamke sa prida namiesto lyzozymu do tlmivého roztoku 50 pl proteinazy K 40 az
400 pg ml-1 (20 mM Tris-HCI, 2mM CaCl2, pH 7,4) a inkubuje sa pri teplote 37 °C poc¢as 30 minut.

Bunky sa dehydratuju postupnym ponaranim do etanolu 50 %, 80 % a 96 %, do kazdého na jednu mi-
nutu. Podlozné sklicka sa ususia na vzduchu v stojane.

Pripravi sa vlhka inkubacéna komora tak, Ze sa vystelie dno hermetickej Skatule absorpénym papierom
alebo filtraénym papierom nasiaknutym hybmixom 1x (dodatok 7). Predinkubuje sa §katula v hybridi-
zacnej peci pri teplote 55 °C pocas najmenej desiatich mintt.

Pripravi sa hybridiza¢ny roztok (dodatok 7) v mnozstve 45 pl na kazdé podlozné sklicko a predinkubuje
sa pocas piatich minut pri teplote 55 °C.

Podlozné sklicka sa umiestnia na platnu zohriatu na teplotu 45 °C a nanesie sa 10 pl hybridiza¢ného
roztoku na kazdu zo 4 jamiek na podloznom sklicku (sklickach).

Kazdé podlozné sklicko sa zakryje dvoma krycimi sklickami (24 x 24 mm) tak, aby v nich nezostal
vzduch. Tieto podlozné sklicka sa umiestnia do predhriatej vlhkej komory a hybridizujt sa cez noc
v peci pri teplote 55 °C v tme.

Pripravia sa tri kadicky s obsahom 1 1 ultracistej vody (UPW), 11 1x hybmixu (334 ml 3x hybmixu a 666
ml UPW) a 111/2x hybmixu (167 ml 3x hybmixu a 833 ml UPW). Kazda z nich sa predinkubuje vo vod-
nom kupeli pri teplote 55 °C.

Krycie sklicka sa odstrania z podloZznych sklicok a podlozné sklicka sa ulozia na stojan.
Odstrani sa zvySok sondy inkubovanim pocas 15 minut v kadicke s 1x hybmix pri teplote 55 °C.



5.2.10. Drziak podlozného sklicka sa presunie do umyvacieho roztoku 1/2 hybmix a inkubuje sa pocas dal-
Sich 15 minut.

5.2.11. Podlozné sklicka sa kratko ponoria do UPW a polozia sa na filtra¢ny papier. Prebyto¢na vlhkost sa od-
strani tak, Ze povrch sa opatrne pokryje filtraénym papierom. Napipetuje sa 5 az 10 &l roztoku krycej
kvapaliny na udrzanie signalu (napr. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA alebo jej ekvivalent) na
kazdu jamku a velké krycie sklicko (24 x 60 mm) sa polozi cez celé podlozné sklicko.

5.3. Hodnotenie testu FISH

5.3.1. Podlozné sklicka sa okamzite preskiimaju mikroskopom prispésobenym na epifluorescenénu mikro-
skopiu pri zva¢seni 630 alebo 1 000x pod olejovou imerziou. S filtrom vhodnym na fluorescenény izo-
tiokyanat (FITC) sa eubakteridalne bunky (vratane vac¢siny gram negativnych buniek) vo vzorke sfarbia
na fluorescencnu zelent. S pouzitim filtra pre tetrametylrodamin-5-izotiokyanat, Cy3-sfarbené bunky
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus sa ukazu ako fluorescenéné ¢ervené. Morfologia buniek sa
porovna s morfolégiou pozitivnych kontrol. Bunky musia byt jasne fluoreskujtce a uplne sfarbené.
Test FISH (bod 9.4) sa musi zopakovat, ak je sfarbenie odlisné. Kazdé pole sa mikroskopicky prehliad-
ne vo dvoch navzajom kolmych priemeroch a taktiez po obvode. Pri vzorkach, ktoré neukazuju ziadny
alebo ukazuju len maly pocet buniek, sa preskima najmenej 40 mikroskopickych poli.

5.3.2. V testovacich jamkach podloznych skli¢ok sa pozoruju jasne fluoreskujuce bunky s charakteristickou
morfolégiou Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Intenzita fluorescencie musi byt rovnaka ale-
bo lepsia ako intenzita fluorescencie pozitivineho kontrolného kmena. Na bunky s neaplnym sfarbenim
alebo so slabou fluorescenciou sa neprihliada.

5.3.3. Ak existuje podozrenie na akukolvek kontaminaciu, test sa musi zopakovat. Tento pripad moze nastat,
ked vsetky podlozné sklicka v davke ukazuju pozitivne bunky kvoli kontaminacii tlmivého roztoku ale-
bo ked'sa zistia pozitivne bunky (mimo jamiek podloznych skli¢ok) na krycej vrstve podlozného sklicka.

5.3.4. Existuje viacero problémov suvisiacich so §pecifickostou testu FISH. M6Zu sa objavit neziaduce popu-
lacie fluoreskujucich buniek s atypickou morfologiou a saprofytické baktérie sposobujuce krizové re-
akcie s velkostou a morfolégiou podobnou Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, je to véak me-
nej casté ako v IF teste, v peletoch pupkovitych koncov hluz a segmentov stoniek.

5.3.5. Do uvahy sa beru len fluoreskujuce bunky s typickou velkostou a morfolégiou (bod 5.3.2).

5.3.6. Vyhodnotenie vysledkov testu FISH:

a) Platné vysledky testu FISH sa dosiahnu, ak sa najdu jasnozeleno fluoreskujuice bunky s velkostou
a morfologiou typickou pre Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus s pouzitim filtra FITC a jas-
nocerveno fluoreskujice bunky s pouzitim rhodaminového filtra vo vSetkych pozitivnych kontro-
lach, avSak v ziadnej negativnej kontrole. Ak sa zistia jasno fluoreskujuce bunky s charakteristickou
morfologiou, odhadne sa priemerny pocet typickych buniek na kazdé mikroskopické pole a vypocita
sa pocet typickych buniek na 1 ml resuspendovaného peletu (dodatok 4). Vzorky s najmenej 5 x 10°
typickych buniek na 1 ml resuspendovaného peletu sa povazuju za potencialne kontaminované. Vy-
zaduje sa dalsie testovanie. Vzorky s menej ako 5 x 10° typickych buniek na 1 ml resuspendovaného
peletu sa povazuju za negativne.

b) Test FISH je negativny, ak sa jasnocerveno fluoreskujtice bunky s velkostou a morfologiou typickou
pre Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus nenajdu s pouzitim rhodaminového filtra za predpo-
kladu, Ze typické jasnocerveno fluoreskujiice bunky sa najdu v preparatoch pozitivnych kontrol
s pouzitim rhodaminového filtra.

6. TEST PCR
Principy

Ak sa test PCR (polymerazova retazova reakcia) pouziva ako zakladny skriningovy test a ma pozitivny vysledok, test
IF sa musi vykonat ako druhy povinny skriningovy test. Ak sa test PCR pouziva ako druhy skriningovy test a ma pozi-
tivny vysledok, vyzaduje sa dalsie testovanie podla vyvojového diagramu na dokoncenie diagnostiky.

Plné vyuzitie tejto metody ako zakladného skriningového testu sa odporuca len vtedy, ak sa ziskala Specializovana
expertiza.

Predbezné testovanie touto metédou by malo umoznit opakovatelné urcenie pritomnosti 10° az 10* buniek Clavibac-
ter michiganensis ssp. sepedonicus na 1 ml, pridanych do extraktov vzoriek, ktoré sa predtym testovali s negativnym
vysledkom. Optimalizacné experimenty st Ziaduce na dosiahnutie maximalnych arovni citlivosti a Specifickosti vo
vSetkych laboratoériach.

Pouzivaju sa validované ¢inidla a protokoly PCR. Podla moznosti sa vyberie metéda s internou kontrolou.

Prijmu sa potrebné opatrenia s cielom zabranit kontaminacii vzorky cielovou DNA. Test PCR by mali vykonat skuseni
odbornici v §pecializovanych laboratériach molekularnej biolégie s cielom minimalizovat moznost kontaminacie cie-
lovou DNA.



S negativnymi kontrolami (na extrakciu DNA a procedury PCR) by sa vzdy malo zaobchadzat ako s kone¢nymi vzor-
kami v procedure, aby bolo zrejmé, ¢i doSlo k nejakému prenosu DNA.

Do testu PCR by sa mali zaradit tieto negativne kontroly:
- extrakt vzorky, ktory sa predtym testoval s negativnym vysledkom pre Clavibacter michiganensis ssp. sepedoni-

cus,

- kontroly tlmivych roztokov pouzivanych na extrakciu baktérie a DNA zo vzorky,
- reakéna zmes urcena na PCR.

Mali by sa zaradif aj tieto pozitivne kontroly:
- alikvotné podiely resuspendovanych peletov, ku ktorym sa pridala Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

(dodatok 2),

- suspenzia 10° buniek virulentného izolatu Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus na 1 ml redest H,O (napr.
NCPPB 2140 alebo NCPPB 4053),

- ak je to mozné, pouzite aj DNA ziskanu z pozitivnych vzoriek pri vykonavani testu PCR.

S cielom predist potencialnej kontaminacii sa pripravia pozitivne kontroly v prostredi oddelenom od prostredia,
v ktorom su vzorky na testovanie.

Extrakty vzoriek by mali byt zbavené pody. V niektorych pripadoch by sa mohlo odporuacat pripravit extrakcie z umy-
tych zemiakov, ak sa maju pouzit protokoly PCR.

6.1. Metody cistenia DNA

Vzorky pozitivnych a negativnych kontrol sa pouziju podla opisu uvedeného v predchadzajiicom texte.

Kontrolny material sa pripravi rovnakym sposobom ako vzorky.

Na cistenie cielovej DNA je k dispozicii cela §kala metdod komplexnych substratov vzoriek s cielom odstranit
inhibitory PCR a dalSie enzymatické reakcie a koncentrovat cielovii DNA v extrakte vzorky.

Nasledujtiica metoda sa optimalizovala na pouzitie s validovanou metoédou PCR, ktora sa uvadza v dodatku 6.
6.1.a) Metdda podla Pastrika (2000)

1.
2.

3.
. Prida sa 80 ul koncentrovaného roztoku lyzozymu (50 mg lyzozymu na mlv 10 mM Tris-HCI, pH 8,0)

9.
10.
11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.

Napipetuje sa 220 pl lyzaéného tlmivého roztoku (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM
EDTA [pH 8,0]) do 1,5 ml Eppendorfovej skumavky.

Prida sa 100 pl extraktu vzorky a vlozi sa do ohrievacieho bloku alebo vodného kupela s teplotou
95 °C na 10 minut.

Skumavka sa polozi na lad na pat minut.

a inkubuje sa pri teplote 37 °C poc¢as 30 minut.

. Prida sa 220 pl Easy DNA® roztoku A (Invitrogen), dobre sa premieSa pretrepanim a inkubuje sa pri

teplote 65 °C pocas 30 minut.

. Prida sa 100 pl Easy DNA® roztoku B (Invitrogen), riadne sa pretrepe tak, aby zrazenina v skimavke

volne obiehala a vzorka bola rovnomerne viskozna.

. Prida sa 500 pl chloroformu a pretrepe sa tak, aby sa viskozita znizila a zmes bola homogénna.
. Odstreduje sa s odstredivou silou 15 000 g poc¢as 20 minut pri teplote 4 °C, aby sa oddelili fazy a vy-

tvorilo sa rozhranie.
Horna faza sa premiestni do novej Eppendorfovej skumavky.
Prida sa 1 m196 % etanolu (-20 °C), kratko sa pretrepe a inkubuje sa na lade pocas desiatich minnut.

Odstreduje sa s odstredivou silou 15 000 g po¢as 20 minut pri teplote 4 °C a odstrani sa etanol z pele-
tu.

Prida sa 500 ul 80 % etanolu (-20 °C) a premieSa sa obratenim skumavky.

Odstreduje sa s odstredivou silou 15 000 g poc¢as desiatich minut pri teplote 4 °C, pelet sa uchova
a odstrani sa etanol.

Pelet sa necha ususit na vzduchu alebo vakuovym odsavanim.

Pelet saresuspenduje v 100 ul sterilnej UPW a necha sa priizbovej teplote po¢as najmenej 20 mintt.
Uchovava sa pri teplote -20 °C, az kym sa nebude pozadovat pre PCR.

Akakolvek biela zrazenina sa odstredi ku dnu a pouzije sa 5 ul supernatantu obsahujuceho DNA pre
PCR.

6.1.b) Iné metody

Uplatnit mozno aj iné metédy extrakcie DNA (napr. Qiagen DNeasy Plant Kit) pod podmienkou, Ze sa
preukazala ich rovnaka ucinnost v ¢isteni DNA od kontrolnych vzoriek obsahujucich 10° az 10* pato-
génnych buniek na 1 ml.



6.2. PCR

6.2.1. Pripravia sa testové a kontrolné izolaty DNA pre PCR v sulade s validovanym protokolom (dodatok 6).
Pripravi sa jedno decimalne riedenie z extraktu vzorky DNA (1 : 10 v UPW).

6.2.2. Pripravi sa vhodna reakéna zmes PCR v prostredi zbavenom akejkolvek kontaminacie v sulade s uve-
rejnenym protokolom (dodatok 6). Validovany protokol PCR je ,multiplex” PCR reakciou zahrnujticou
internu kontrolu PCR.

6.2.3. Prida sa 5 pl extraktu DNA na 25 ul reakénej zmesi PCR v sterilnych PCR skiimavkach.

6.2.4. Vytvori sa vzorka negativnej kontroly, ktora obsahuje iba reaként zmes PCR, a namiesto vzorky sa pri-
da ultracista voda UPW z rovnakého zdroja, ako sa pouzila v reak¢nej zmesi PCR.

6.2.5. Skumavky sa vlozia do toho istého termocykléra, ktory sa pouzil v predbeZznom testovani, a spusti sa
nalezity optimalizovany program PCR (dodatok 6).

6.3. Analyza produktu PCR

6.3.1. Produkty PCR sa analyzujii pomocou agarézovej gélovej elektroforézy. Nanesie sa aspon 12 pl reakénej
zmesi s amplifikovanou DNA, zmieSanou s 3 ul nanasacieho tlmivého roztoku (dodatok 6), do 2,0 %
(hmotnost/objem) agarézového gélu a uvedua sa pod napatie s hodnotou 5 az 8 V/cm
v tris-octanovom-EDTA (TAE) tlmivom roztoku (dodatok 6). Pouzije sa prisluény Standard DNA, napr.
100 bp ladder.

6.3.2. Na odhalenie fragmentov DNA sa pouzije sfarbenie etidiumbromidom (0,5 mg/1) po¢as 30 az 45 minut,
pricom sa dodrziavaju nalezité opatrenia na zaobchadzanie s tymto mutagénom.

6.3.3. Sfarbenie amplifikovanych produktov PCR s o¢akavanou velkostou (dodatok 6) sa pozoruje v géli pod
kratkovlnnym UV zZiarenim (napr. ¢ = 302 nm) a zaznamenaju sa vysledky.

6.3.4. Vo vsetkych novych nalezoch/pripadoch sa overi autentickost produktu PCR vykonanim restrikéne;j
analyzy zvySku vzorky amplifikovanej DNA, a to inkubovanim pri optimalnej teplote a pocas optimalnej
doby s pouzitim vhodnej restrikénej endonukleazy a tlmivého roztoku (dodatok 6). Stiepny profil frag-
mentov sa vyhodnocuje pomocou agarédzovej gélovej elektroforézy podla postupu opisaného vyssie
a pozoruje sa charakteristické usporiadanie fragmentov po enzymatickej reakcii pod kratkovinnym UV
ziarenim a po sfarbeni etidiumbromidom a porovna sa so §tiepenou a nestiepenou pozitivnou kontro-
lou.

Vyhodnotenie vysledkov testu PCR:

Test PCR je negativny, ak sa nezisti pritomnost $pecifického amplikénu PCR Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus s ocakavanou velkostou v danej vzorke, ale sa zisti vo v§etkych vzorkach pozitivnych kontrol (pri
testoch ,multiplex” PCR so §pecifickymi primermi vnutornej kontroly pre rastlinu: druhy produkt PCR s oca-
kavanou velkostou sa musi amplifikovat pri danej vzorke).

Test PCR je pozitivny, ak sa zisti pritomnost §pecifického produktu PCR Clavibacter michiganensis ssp. sepe-
donicus s o¢akavanou velkostou, a ak je to potrebné, s oéakavanym usporiadanim po restrikénej analyze, pod
podmienkou, Ze sa neamplifikuje pri ziadnej z negativnych kontrol. Spolahlivé potvrdenie pozitivneho vysled-
ku mozno ziskat aj zopakovanim testu s druhym stiborom primerov PCR (bod 9.3).

Je mozné mat podozrenie na inhibiciu PCR, ak sa o¢akavany produkt PCR ziska zo vzorky pozitivnej kontroly
s obsahom Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus vo vode, ale negativne vysledky sa ziskaju z pozitiv-
nych kontrol s Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus v zemiakovom extrakte. V testoch multiplex PCR
s internymi kontrolami PCR sa inhibicia reakcie prejavuje, ked sa nedosiahne ziadny z dvoch amplikonov.

Je mozné mat podozrenie na kontaminaciu, ak sa o¢éakavany produkt PCR ziska pri jednej alebo viacerych ne-
gativnych kontrolach.
7. BIOTEST

Predbezné testovanie s touto metédou by malo umoznit reprodukovatelné zistenie 10° az 10* kolénotvornych buniek
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus na 1 ml pridanych do vzorkovych extraktov, ktoré boli v predchadzaju-
cich testoch negativne (dodatok 2).
Najvyssiu citlivost zistenia mozno ocakavat, ak sa pouzije ¢erstvo pripraveny vzorkovy extrakt a podmienky na opti-
malny rast. Metéda sa moze uspesne pouzit aj pri extraktoch, ktoré boli uskladnené zamrazenim za pritomnosti gly-
cerinu pri teplote od -68 do -86 °C.

Niektoré odrody baklazanu predstavuju vyborné selektivne obohacovacie médium pre rast Clavibacter michiganen-
sis ssp. sepedonicus, dokonca aj pri nepritomnosti symptomov, a tiez umoznuju vyborny potvrdzovaci test.

Podmienky rastu by mali byt optimalne, aby sa znizilo nebezpecenstvo chybnych negativnych vysledkov testu.

Podrobnosti o pestovani rastlin na test st uvedené v dodatku 8.



7.1.

7.2

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Rozdeli sa cely zostavajuci podiel resuspendovaného peletu vzorky z bodu 3.1.6 alebo 3.2.5 medzi rastliny
baklazanu pomocou jednej z niz§ie uvedenych metod (7.3 alebo 7.4). Pouziju sa len rastliny v rastovej faze 2 az
3 pravého listu. Aby sa zabezpecilo tiplné vyuzitie resuspendovaného peletu, ako aj tii¢inné naockovanie, po-
stupy uvedené nizsie si budu vyzadovat 15 az 25 rastlin baklazanov na kazdua vzorku.

. Rastliny baklazanu sa jeden az dva dni pred o¢kovanim nepolievaju, aby sa znizilo ich vnuitorné napatie.
7.3.

Naockovanie pozdizneho rezu.

7.3.1. Rastlina baklazanu sa uchopi medzi dva prsty a napipetuje sa kvapka (asi 5 az 10 ul) rozptyleného pele-
tu na stonku medzi kli¢ne listy a prvy list.

7.3.2. Skalpelom sa urobi do stonky prieény rez asi 1 cm dlhy, priblizne do hibky 2/3 hrubky stonky, po¢niic
od kvapky o¢kovaného peletu.

7.3.3. Rez sa uzavrie sterilnou vazelinou z injek¢nej striekacky.

Naockovanie injekénou striekackou.
Stopky rastlin baklazanu sa naoc¢kuju presne nad kliénymi listami pomocou injekénej strieka¢ky vybavenej
hypodermickou ihlou (najmenej 23 G). Vzorka sa rozdeli medzi rastliny baklazanu.

Ako pozitivna kontrola sa naoc¢kuje pat rastlin s tekutou kultarou s koncentraciou 10° az 10° buniek na 1 ml
znamej kultury Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, a ak je to mozné, sa pouzije aj prirodzene infiko-
vané pletivo zemiakovej hluzy (bod 4) za pouzitia tej istej oCkovacej metody (7.3 alebo 7.4).

Ako negativna kontrola sa naockuje péat rastlin sterilnym peletovym tlmivym roztokom za pouzitia tej istej o¢-
kovacej metody (7.3 alebo 7.4).

Rastliny sa inkubuju v karanténnych zariadeniach pocas Styroch tyzdnov pri teplote 18 az 24 °C. Rastliny sa
inkubuju pri dostatocnom svetle a vysokej vlhkosti (70 az 80 %) a zalievaju sa tak, aby nedochadzalo k podmo-
kaniu alebo vadnutiu v dosledku nedostatku vody. Bunky baktériovej kruzkovitosti odumieraju pri teplotach
nad 30 °C a optimalna teplota predstavuje 21 °C. Aby sa zabranilo kontaminacii, inkubuju sa rastliny s pozi-
tivnou a negativnou kontrolou na jasne oddelenych ¢astiach v skleniku alebo v miestnosti na pestovanie, ale-
bo vobmedzenom priestore sa zabezpeci prisne oddelenie medzi jednotlivymi postupmi. Ak musia byt rastliny
k roznym vzorkam inkubované v tesnej blizkosti, oddelia sa vhodnym spdsobom zamedzujucim ich priamemu
styku. Pri prihnojovani, zalievani, kontrole a inych manipulaciach sa musi davat velky pozor, aby nedoslo ku
vzajomnej kontaminacii. Je potrebné, aby sa skleniky a miestnosti na pestovanie udrziavali chranené pred
§kodlivym hmyzom, ktory moze preniest baktériu zo vzorky na vzorku.

Po tyzdni sa za¢nu pravidelne sledovat symptomy. Vypocita sa pocet rastlin, na ktorych sa prejavuju sympto-
my Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, ktoré sposobuju vadnutie listov na rastlinach baklazanu,
ktoré sa moze zacat bud okrajovym, alebo medzizilovym ochabnutim. Zvadnuté pletiva sa najprv sfarbuji do
tmavozelena alebo sa na nich vytvaraju Skvrny, pred odumieranim c¢asto blednu. Medzizilové vadnutie ma
mazlavy vodou nasiaknuty vzhlad. Odumierajuce tkanivo ma Casto svetlozlté okraje. Rastliny nemusia byt
mitve; ¢im dlhsie je obdobie, kym sa zac¢inaju objavovat symptomy, tym vyssia je moznost prezitia. Rastliny
mozu infekciu prekonat. Mladsie rastliny baklazanu su aj vo¢i mensim populaciam Clavibacter michiganen-
sis ssp. sepedonicus ovela citlivejsie ako starsie rastliny, preto sa odporuca pouzit rastliny pred dosiahnutim
rastovej fazy tretieho pravého listu.

Vadnutie mo6ze byt taktiez vyvolané aj populaciami inych baktérii ¢i hub, ktoré su v pletivach hluz zemiaka
pritomné. Patri medzi ne Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora supsp. carotovora a Erwinia carotovora
subsp. atroseptica, Phoma exigua var. foveata, ako aj populaciami saprofytickych baktérii. PredovSetkym Er-
winia chrysanthemi moze spdsobit symptomy na listoch a vidnutie, ktoré je velmi podobné symptéomom bak-
tériovej kruzkovitosti. Jediny rozdiel spoc¢iva v s¢ernani stoniek pri infekciach Erwinia chrysanthemi. Dalsie
vadnutie sa od vadnutia sposobeného Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus da odlisit, pretoze do-
chadza k rychlemu vadnutiu celych listov alebo celych rastlin. Rovnako mozno pripravit farbenie podla Gra-
ma: tymto testom sa odlisi baktériova kruzkovitost od Erwinia spp.

Hned ako sa za¢nu prejavovat symptomy na rastlinach baklazanu, mala by sa zabezpecit opadtovna izolacia
pomocou ¢asti zvadnutého listového tkaniva alebo tkaniva stonky z rastlin (bod 3.1.3 v stivislosti s macera-
ciou). Povrch listov a stoniek baklazanu sa dezinfikuje potretim 70-percentnym etanolom. Uskutoéni sa test
IF alebo test PCR z maceratu rastliny baklazanu a z neho sa izoluje patogén na vhodnom (selektivnhom) médiu
(bod 8). Rovnako sa moze pripravit farbenie podla Grama (dodatok 9). Identifikuju sa ¢isté kultury predpokla-
danej Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus a potvrdi sa patogenita (body 9 a 10).

. Za urcitych podmienok, najmé ked rastové podmienky nie st optimalne, moze baktériova kruzkovitost v rast-

linach baklazanu prezivat v podobe latentnej infekcie az styri tyZdne po naoc¢kovani. Ak sa po Styroch tyz-
dnoch nepozoruju ziadne symptomy, uskutocnia sa IF/PCR testy na zmieSanej vzorke z centimetrovych casti
stonky kazdej testovanej rastliny, ktoré sa odoberu nad miestom o¢kovania. Ak je test pozitivny, mala by sa
zabezpecit opatovna izolacia na vhodnom (selektivnom) médiu podla postupu v bode 8. Identifikuju sa Cisté
kultary predpokladanej baktériovej kruzkovitosti a potvrdi sa patogenita (body 9 a 10).



Vyhodnotenie vysledkov biotestu:

Platné vysledky biotestu sa ziskaju, ak sa na rastlinach s pozitivnou kontrolou prejavuju typické symptomy, bakté-
riu mozno opatovne izolovat z tychto rastlin a neprejavuju sa ziadne symptomy pri negativnych kontrolach.

Biotest je negativny, ak testované rastliny nie st infikované baktériovou kruzkovitostou a pod podmienkou, Ze bakté-
riova kruzkovitost sa zisti pri pozitivnych kontrolach.

Biotest je pozitivny, ak su testované rastliny infikované baktériou baktériovej kruzkovitosti.

8. IZOLACIA Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

Diagnoéza je kompletna len vtedy, ak je baktéria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus izolovana, nasledne
identifikovana (bod 9) a jej pritomnost potvrdena testom patogenity (bod 10). Hoci je baktériova kruzkovitost citlivym
organizmom, mozno ju izolovat z pletiv vykazujucich priznaky infekcie.

Mozu ju vsak prerast rychlorastiice saprofytické baktérie, a preto su priame izolacie z peletu pochadzajuceho z hluz
zemiaka alebo stonkového tkaniva (bod 3.1.6 alebo 3.2.5) zlozité. Priamu izolaciu baktériovej kruzkovitosti mozno
uskutoénit pomocou selektivneho média a primeraného riedenia resuspendovaného peletu z vyrezkov pupkovych
koncov alebo stoniek zemiakov.

Uskutocnia sa izolacie zo v§etkych symptomatickych zemiakovych hluz alebo ¢asti stoniek a z rastlin baklazanu, pri
ktorych sa neprejavili Ziadne symptomy, ale test IF/PCR zo zmieSanej vzorky bol pozitivny (bod 7.10). Ak je to potreb-
né, mozno maceraciu stoniek rastlin baklazanu vykonat podla postupov uvedenych v bode 3.1.3.

Ako pozitivne kontroly sa pripravia decimalne riedenia zo suspenzie s 10° cfu baktériovej kruzkovitosti na 1 ml (napr.
NCPPB 4053 alebo PD 406). Aby sa vylucila akakolvek moznost kontaminacie, pozitivne kontroly sa pripravia uplne
oddelene od vzoriek uréenych na testovanie.

Pre kazdu novopripravenu davku selektivneho média by sa mala jeho vhodnost pre rast patogénu otestovat predtym,
ako sa pouzije na testovanie beznych vzoriek.

Kontrolny material sa otestuje rovnakym sposobom ako pri vzorke.
8.1. Selektivny platiiovy rozter

8.1.1. Zo 100 pl alikvotného podielu vzorky resuspendovaného rajciakového peletu alebo miazgy baklazanu
sa pripravia desatnasobné riedenia v peletovom pufri (dodatok 3).

8.1.2. Izolacia z neriedeného peletu obyc¢ajne nie je iispesna z doévodu vysokych rastovych poziadaviek bakté-
riovej kruzkovitosti a konkuren¢ného posobenia saprofytov. Kedze baktéria je obycajne pritomna
v rozsiahlych populaciach v infikovanych tkanivach, saprofyty sa oby¢ajne mozu riedenim odstranit,
zatial ¢o patogén zostava. Preto sa odporuca vytvorit riedenia 1/100 az 1/10000 zo 100 ul kazdej zo
vzoriek a tie naoc¢kovat na médium MTNA alebo médium NCP-88 (dodatok 5) (pri pouziti Petriho misiek
s priemerom 90 mm, pre misky s alternativnou velkostou upravte mnozstvo), pomocou nanasaciek
(hokejkového tvaru) a techniky platnového nanasania.

Alternativna stratégia spociva v naneseni poc¢iatoéného alikvotného podielu 100 pl zemiakového peletu
na prva platnicku s agarom pomocou nanasacky a potom presunut nanasacku na druhu platni¢ku
s agarom, rozptylit akykolvek zvySok z nanasacky; nakoniec zopakovat tento postup pri tretej platnic-
ke, a tak zabezpecit efekt riedenia na platnicke pomocou nanasacky.

8.1.3. Platnicky sa inkubuju na tmavom mieste pri teplote 21 az 23 °C.

8.1.4. Pociatocné preskumanie platni¢iek vratane platni¢iek s pozitivnou kontrolou a vyhodnotenie rastu
pravdepodobne tvoriacich sa kolonii baktériovej krtizZkovitosti sa zaéne po troch dnoch a nasledne sa
vyhodnocuje rast kolonii po piatich, siedmich alebo desiatich dnoch.

8.2. Cistenie podozrivych kolénii

Preockovavanie pravdepodobne tvoriacich sa kolonii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus by malo
prebiehat na médiach YGM pri nao¢kovani rastlin baklazanu a/alebo naslednej identifikacii; malo by sa tak
urobit predtym, ako sa za¢ne na platni¢kach prejavovat intenzivny rast, t. j. najlepsie po troch az piatich
dnoch.

8.2.1. Kolo6nie s pravdepodobnou Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus sa naockuji na jedno z nasle-
dujucich zivnych médii (vzorce st uvedené v dodatku 5):
- zivny dextr6zovy agar (len pre subkultary),
- kvasnicovo-gluk6zovy peptonovy agar,
- kvasnicovy agar s vyluhom mineralnych soli.

Pocas az desiatich dni sa inkubuje pri teplote 21 az 24 °C.

Baktériova kruzkovitost rastie pomaly, zvycajne v priebehu desiatich dni vytvara bodové, smotanovo
sfarbené a kupolovité kolonie.



8.2.2. Kultura sa opatovnym rozterom precisti.
Subkulturou mozno rychlost rastu zlepsit. Typické kolonie st smotanovo az slonovinovobielo sfarbe-
né, vynimocne zIté, okruhle, na povrchu hladké, kupolovito vyhnuté, maju hubovo-roztekava konzis-
tenciu s ucelenym okrajom a zvycajne maju priemer od 1 do 3 mm.
Jednoduché farbenie podla Grama (dodatok 9) moze pomoct pri vybere kolonii na dalsie testovanie.

8.2.3 Identifikuju sa predpokladané bakterialne kultury (bod 9) a uskutoc¢ni sa test patogenity (bod 10).

9. IDENTIFIKACIA

Pomocou najmenej dvoch z nasledujucich testov zalozenych na rozliénych biologickych principoch sa identifikuju
¢isté kultury izolatov podozrivych na pritomnost baktériovej krazkovitosti.

V potrebnych pripadoch sa zahrnu pre kazdy uskutoénovany test zname referenéné kmene.
9.1. Nutri¢cné a enzymatické identifikaéné testy

Urcia sa nasledujuce fenotypické vlastnosti, ktoré su vSeobecne pritomné alebo nepritomné v baktériovej
kruzkovitosti, na zaklade metod podla Lelliotta a Steada (1987), Klementa a kol. (1990), bez uvedenia autora
(1987).

Vsetky média by sa mali inkubovat pri 21 °C a po Siestich diioch by sa mali preskisat. Ak nebudu rast, inku-
buju sa dalsich 20 dni.
Vsetky testy musia obsahovat zname kontroly s Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. V nutri¢nych

a fyziologickych testoch by sa mali pouzit o¢kovacie kultiry zo subkultur vypestovanych na zivnych agaroch.
Morfologické porovnavanie sa musi vykonavat s kultirami vypestovanymi na zivnych dextrézovych agaroch.

Testy Ocakavany vysledok

oxidaéno-fermentaény test (O/F) Inertny alebo slabo oxidativny

aktivita oxidazy -

rast pri 37 °C -

aktivita ureazy -

hydrolyza eskulinu
hydrolyza skrobu - alebo slaba

tolerancia 7 % NaCl -

tvorba indolu -

katalazova aktivita

tvorba st -

vyuzitie citranov -

skvapalnovanie Zelatiny -

kyselina glycerolova -
kyselina z laktozy - alebo slaba

kyselina z ramnozy -

kyselina z glycerinu -

+

farbenie podla Grama (dodatok 9)

9.2. Imunofluorescenény test (IF test)
a) Pripravi sa suspenzia s koncentraciou priblizne 10° buniek na 1 ml tlmivého roztoku IF (dodatok 3).
b) Pripravi sa séria dvojnasobného riedenia prislusného antiséra / protilatky.
c) Pouzije sa metoda IF (bod 4).
d) Pozitivny test IF sa dosiahne, ak je IF titer bakterialnej kultury vzorky ekvivalentny s titrom pozitivnej kon-
troly.

9.3. Polymerazova retazova reakcia (test PCR)
a) Pripravi sa suspenzia pribliZzne 10° buniek na 1 ml tlmivého roztoku.
b) Zahreje sa 100 pl bunkovej suspenzie v uzavretych skiimavkach v termobloku alebo vo vodnom kupeli pri
teplote 100 °C na 4 mintty. Ak je to potrebné, pomoct moze pridanie ¢erstvo pripraveného NaOH s konec-



nou koncentraciou 0,05 M na ziskanie bunkového lyzatu. Vzorky sa mo6zu nasledne ulozit pri teplote -16 az
-24 °C, az kym nebudu potrebné.

c) Aplikuja sa vhodné postupy PCR na amplifikaciu Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus Specifickych

produktov PCR (napr. Pastrik, 2000; pozri dodatok 4; Li a de Boer, 1995; Mills a kol., 1997; Pastrik a Rai-
ney, 1999; Schaad a kol., 1999).

d) Pozitivna identifikacia Clavibacter michiganensis ssp. Sepedonicus sa dosiahne, ak maju produkty PCR

rovnaku velkost a zhodny restrikény profil, ako ma pozitivna kontrola z referenéného kmena.

9.4. Fluorescenc¢na hybridizacia in situ (test FISH)
a) Pripravi sa suspenzia priblizne 10° buniek na 1 ml UPW.
b) Pouzije sa metéda FISH (bod 5).
c) Pozitivny test FISH sa dosiahne, ak sa rovnaké reakcie dosiahnu pri kultaire aj pri pozitivnej kontrole.

9.5. Profilovanie mastnych kyselin (FAP)
a) Kultura sa pestuje na tryptikazovom sé6jovom agare (Oxoid) 72 hodin pri teplote 21 °C.
b) Uskutocnia sa prislusné postupy FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).
c) Pozitivny test FAP sa dosiahne, ak je profil predpokladanej kultary totozny s profilom pozitivnej kontroly.

Pritomnost charakteristickych mastnych kyselin je 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0
a 17:0 Anteiso je vysoko indika¢na pre baktériovu krazkovitost. Ostatné rody ako Curtobacterium, Arthro-
bacter a Micrococcus tiezZ obsahuju niektoré z tychto kyselin, ale 15:1 Anteiso A je vzacna v tychto bakteé-
riach, ale vyskytuje sa u vSetkych Clavibacter spp. na urovni medzi 1 az 5 %. V baktériovej kruzkovitosti je
hodnota obycajne okolo 5 %.

9.6. BOX-PCR
a) Pripravi sa suspenzia priblizne 10° buniek na 1 ml UPW.
b) Tento test sa aplikuje podla daného postupu (Smith et al., 2001).

10. POTVRDZOVACI TEST

Test patogenity sa musi vykonat ako kone¢né potvrdenie diagnozy Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus a pre
zhodnotenie virulencie kultur identifikovanych ako Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Pripravi sa o¢kovacia latka pribliZne z 10° buniek na 1 ml peletového tlmivého roztoku z trojdniovych kultar
zizolatu, ktory sa ma testovat, ako aj vhodnu pozitivnhu kontrolu kmena Clavibacter michiganensis ssp. se-
pedonicus.

Naockuje sa pat az desat stoniek baklazanu mladych semenacov v rastovej faze tretieho pravého listu (bod
7.3 alebo 7.4).

Inkubuje sa pri teplote 18 — 24 °C pri dostatocnom svetle a relativne vysokej vlhkosti s dostatocnym zavla-
zovanim, aby sa prediSlo stresu z podmokania alebo sucha (bod 7.7) Pri ¢istych kultarach by sa typické
vadnutie malo ziskat do dvoch tyzdnov, ale rastliny, ktoré nebudu po tomto obdobi preukazovat symptomy
(bod 7.8), by sa mali inkubovat az do troch tyzdnov pri teplotach prospievajucich rastu baklazanov, ale ne-
presahujucich teplotu 25 °C (dodatok 8). Ak sa po troch tyZzdnoch priznaky tohto ochorenia neprejavia, kul-
tara sa nemoze potvrdit ako patogénna forma Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.
Odstranenim sa izoluje zo symptomickych rastlin ¢ast stonky asi 2 cm nad bodom o¢kovania. Pokracuje sa
a rozptyli sa v malom mnozstve sterilnej destilovanej vody alebo 50 mM fosfatového tlmivého roztoku (do-
datok 3). Patogén sa izoluje zo suspenzie nanasanim niekolkych riedeni na zivné pody MTNA a YPGA (doda-
tok 5), inkubuje sa po dobu troch az piatich dni pri teplote 21 az 23 °C a pozoruje sa tvorba kolénii typic-
kych pre Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Dodatolk 1
Laboratéria zapojené do optimalizacie a validacie protokolov

Laboratérium Miesto Krajina
Agentur fur Gesundheit und Ernahrungssicherheit Vieden a Linz Rakusko
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgicko
Plantedirektoratet Lyngby Dansko
Central Science Laboratory York Anglicko
Scottish Agricultural Science Agency Edinburg Skotsko
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Unité de Bactériologie Angers Francuizsko
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Station de Quarantai- | Le Rheu Francuzsko
ne de la Pomme de Terre




Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow | Nemecko
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Nemecko
State Laboratory Dublin Irsko
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Holandsko
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Centre Aas Norsko
Direcc¢ao-Geral de Protec¢ao das Culturas Lisabon Portugalsko
Nacionalni institut za biologijo Lublana Slovinsko
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spanielsko
Dodatok 2

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

Vyrobi sa 72-hodinova kulttra virulentného kmena Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (NCPPB 4053 alebo
PD 406) na zakladnom médiu SMSA a resuspenduje sa v 10 mM fosforeénanovom tlmivom roztoku, aby sa dosiahla
koncentracia buniek priblizne 2 x 10° na 1 ml. To sa oby¢ajne dosiahne pomocou slabo zakalenej suspenzie, ktora je
ekvivalentna s optickou denzitou 0,20 pri 600 nm.

Odstrania sa kuzelovité vyrezky pupkovych koncov z 200 hltiz pochadzajucich z produkcie odrody s bielou Supkou,
o ktorej je zname, Ze neobsahuje Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Pupkové konce sa upravia ako obyc¢ajne a pelet sa resuspenduje v 10 ml peletového tlmivého roztoku.

Pripravi sa desat sterilnych 1,5 ml mikroskumaviek s 900 ul resuspendovaného peletu.

Umiestni sa 100 ul suspenzie Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus do prvej mikroskiimavky a pretrepe sa.
Vytvoria sa decimalne urovne kontaminacie pomocou dalsieho riedenia v dalsich piatich mikroskumavkach.

Sest kontaminovanych mikroskiimaviek sa pouzije ako pozitivne kontroly. Styri nekontaminované mikroskumavky
sa pouziju ako negativne kontroly. Mikroskiimavky sa prislusne oznacia.

Pripravi sa alikvotny podiel 100 pl v sterilnych mikroskiimavkach s objemom 1,5 ml a ziska sa tak devit replik kazdej
kontrolnej vzorky. Uskladnia sa pri teplote -16 az -24 °C az do pouzitia.

Pritomnost a kvantifikacia Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus v kontrolnych vzorkach by sa mala najskor
potvrdit pomocou testu IF.

Pre test PCR sa uskuto¢ni extrakcia DNA zo vzoriek pozitivnej a negativnej kontroly pre kazdu sériu testovanych vzo-
riek.

Pre testy IF a FISH sa uskutoc¢nia skuSky na vzorkach pozitivnej a negativnej kontroly pri kazdej sérii testovanych
vzoriek.

Pri skuskach IF, FISH a PCR sa Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus musi identifikovat v kultarach najmenej
10° a 10* buniek/ml pozitivhych kontrol a nesmie byt v ziadnej negativnej kontrole.

Dodatok 3
Tlmivé roztoky pre testovacie postupy
VSEOBECNE PRAVIDLO: Neotvorené sterilizované tlmivé roztoky sa mozu skladovat az jeden rok.
1. TImivé roztoky na extrakciu

1.1. Extrakény tlmivy roztok (50 mM fosfatovy tlmivy roztok, pH 7,0)
Tento tlmivy roztok sa pouziva na extrakciu baktérie z rastlinného tkaniva pomocou homogenizacie alebo pre-
trepanim.

Na,HPO, (bezvodny) 4,26 g

KH,PO, 2.72 g

Destilovana voda 1,001




Rozpustia sa prisady, skontroluje sa pH a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C poc¢as 15 minut.

Dodatoéné zlozky mozu byt uzitoéné nasledujucim sposobom:

Uéel Mnozstvo (na L)
vlo¢ky Lubrol antivloc¢kovaci pripravok’) 0.5¢
DC silicone antifoam (protipenovy pripravok) | protipenové ¢inidlo’) 1,0 ml
tetrasodium pyrofosfat Antioxidant 1.0g
polyvinylpyrrolidon-40000 (PVP-40) viazanie inhibitorov PCR 50 g

) Na pouzitie pri homogenizac¢nej extrakénej metode.

1.2. Peletovy tlmivy roztok (10 mM fosfatovy tlmivy roztok, pH 7,2)
Tento tlmivy roztok sa pouziva pri resuspendovani a riedeni extraktov vyrezkov pupkovych koncov zemiako-
vych hluz podla koncentracie do peletu pomocou odstredovania.

Na,HPO,.12H,0 2,78
NaH,PO,.2H,0 04¢g
destilovana voda 1,001

Rozpustia sa prisady, skontroluje sa pH a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C poc¢as 15 minftt.

2. Tlmivé roztoky pre test IF
2.1. Tlmivy roztok IF [10 mM fosfatovy tlmivy roztok NaCl (PBS), pH 7,2]

Tento tlmivy roztok sa pouziva na riedenie protilatok.

Na,HPO,.12H,0 2,7¢
NaH,PO,.2H,0 04¢g
NacCl 80¢g
destilovana voda 1,01

Rozpustia sa prisady, skontroluje sa pH a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C pocas 15 minftt.

2.2. Tlmivy roztok IF-tween
Tento tlmivy roztok sa pouzZiva na premyvanie podloZznych skli¢ok.

Pridame 0,1 % tween 20 do tlmivého roztoku IF.

2.3. Glycerin tlmeny fosfatom, pH 7,6

Tento tlmivy roztok sa pouziva ako krycia kvapalina v jamkach podloznych sklicok IF na podporu fluorescen-

cie.
Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0O 0,15 ¢
glycerin 50 ml
destilovana voda 100 ml

Roztoky krycej kvapaliny stt komeréne dostupné napriklad vo Vectashield®
(Vector Laboratories) alebo Citifluor® (Leica).



Dodatok 4
Urcovanie stupna kontaminacie pri testoch IF a FISH
1. Vypocita sa priemerny pocet typickych fluoreskujucich buniek na zorné pole (c).
2. Vypocéita sa pocet typickych fluoreskujucich buniek v jamke mikroskopického sklicka (C)
C=cxS/s

kde S = povrchova plocha pola viacjamkového podlozného sklicka
s = povrchova plocha pola objektivu:

s = di*/4G’K?
kde I = koeficient pola (v rozsahu 8 az 24 v zavislosti od optického typu)
K = tubusovy koeficient (1 alebo 1,25)
G = zvacSenie objektivu (100x, 40x atd’.)

3. Vypocita sa pocet typickych fluoreskujticich buniek na 1 ml resuspendovaného peletu (N).
N =C x 1000/y x F

kdey = mnozstvo resuspendovaného peletu na kazdom poli a
F = diluény faktor resuspendovaného peletu.
Dodatok 5

Média na izolaciu a kultivaciu Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
a) VSeobecné média rastu

zivny agar (NA)

zivny agar (Difco) 230¢g

destilovana voda 1,01

Rozpustia sa prisady a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C pocas 15 minut.

Zivny dextrozovy agar (NDA)

Zivny agar Difco bacto s obsahom 1 % monohydratu D(+) glukozy. Sterilizuje sa v autoklave pri 115 °C
pocas 20 minnut.

Kvasnicovo-peptonovo-glukoézovy agar (YPGA)

kvasnicovy extract (Difco) 50¢g
Peptoén bacto (Difco) 50¢g
monohydrat D(+) glukozy 10,0 g
Bacto-agar (Difco) 15,0 g
destilovana voda 1,01

Rozpustia sa prisady a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C pocas 15 minut.

Kvasnicovy vyluh s obsahom mineralnych soli (YGM)

kvasnicovy extract (Difco) 20¢g
monohydrat D(+) glukozy 25¢g
K,HPO, 0,25 ¢g
KH,PO, 0,25 ¢g
MgSO,.7H,0 0,1g




MnSO,.H,0 0,015 g
NacCl 0,05 g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Bacto-agar (Difco) 18 g
Destilovana voda 1,01

V autoklave sa 20 mintut sterilizuje 0,5 1 celkového objemu média pri 115 °C.

b) Validované selektivne média rastu

Médium MTNA

Ak sa neuvadza inak, vSetky zlozky média pochadzaju z BDH

kvasnicovy extract (Difco) 20¢g
manitol 25¢g
K,HPO, 0.25¢
KH,PO, 0.25¢
NaCl 0.05g
MgSO,.7H,0 0lg
MnSO,.H,0 0,015 g
FeSO,.7H,0 0,005 g
agar (oxoid ¢. 1) 16,0 g
destilovana voda 1,01

Rozpustia sa prisady, ustali sa hodnota pH na 7,2. Po sterilizovani v autoklave (pri teplote 121 °C poc¢as 15 minut) sa
ochladi na 50 °C, pridaju sa antibiotika: trimetoprim 0,06 g, kyselina nalidixinova 0,002 g, amfotericin B 0,01 g.

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

Doba pouzitelnosti zakladného média je tri mesiace. Po pridani antibiotik je doba trvania pouzitelnosti jeden mesiac
pri skladovani v chlade.

Médium NCP-88

zivny agar (Difco) 23 ¢
kvasnicovy extract (Difco) 2g
D-manitol 5¢
K,HPO, 2g
KH, PO, 0,5¢
MgSO,.7H,0 0,25 g
destilovana voda 1,01

Rozpustia sa prisady, ustali sa hodnota pH na 7,2. Po sterilizovani v autoklave a ochladeni na 50 °C sa pridaju tieto
antibiotika: polymyxin B sulfat (Sigma) 0,003 g, kyselina nalidixinova (Sigma) 0,008 g, cycloheximid (Sigma) 0,2 g.

Antibiotika sa rozpustia v zasobnych roztokoch takto: kyselina nalidixinova v 0,01 M NaOH, cykloheximid v 50 % eta-
nole, polymyxin B sulfat v destilovanej vode. Zasobné roztoky sa sterilizuju cez filter.



Doba pouzitelnosti zakladného média je tri mesiace. Po pridani antibiotik je doba trvania pouzitelnosti jeden mesiac
pri skladovani v chlade.

Dodatok 6
Validované PCR protokoly a ¢inidla

Predbezné testovanie touto metédou by malo umoznit reprodukovatelné zistenie minimalne 10° az 10* buniek Clavi-
bacter michiganensis subsp. sepedonicus na 1 ml vzorkového extraktu.

Predbezné testovanie by rovnako nemalo ukazat ziadne nespravne pozitivne vysledky pre subor vybranych referenc-
nych bakterialnych kmenov.

1. Multiplex PCR s internou kontrolou PCR (Pastrik a kol., 2000)
1.1. Oligonukleotidové primery

forward primer PSA-1 5 - CTC CTT GTG GGG TGG GAAAA-3J
reverse primer PSA-R 5 - TAC TGA GAT GTTTCACTTCCCC - &
forward primer NS-7-F 5 - GAG GCA ATA ACA GGT CTG TGA TGC - 3
reverse primer NS-8-R 5 - TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA -3

Predpokladana velkost produktu PCR z cielovej DNA Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus = 502 bp
(PSA-primer).

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

1.2. Reakéna zmes PCR

Cinidlo Mnozstvo na reakciu | Koneéna koncentracia

sterilné UPW 15,725 ¢l
10xPCR tlm. roztok ') (15 mM MgCL,) 2,5¢l 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakcia V) (10 %) 0,25¢1 0,1 %
d-NTP zmes (20 mM) 0,125¢l 0,1 mM
Primer PSA-1 (10 M) 0,5¢l 0,2 ¢eM
Primer PSA-R (10 é¢M) 0,5¢l 0,2 ¢eM
Primer NS-7-F (10 ¢M) ?) 0,1¢l 0,04 ¢M
Primer NS-8-R (10 ¢M) ?) 0,1¢l 0,04 ¢eM
Taq polymeraza (5U/ ¢1) ') 0,2¢l 1,0U

Objem vzorky 5,0¢l

Celkovy objem 25,0¢l

1) Metody boli validované pomocou Taq polymerazy od Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

2) Koncentracie primerov NS-7-F a NS-8-R boli optimalizované pre extrakciu vyrezkov pupkovych koncov zemiakovych hlaz pomocou me-
tody homogenizacie a ¢istenia DNA podla Pastrika (2000) (bod 6.1.a.). Reoptimalizacia koncentracii ¢inidiel sa bude vyzadovat, ak sa po-
uzije extrakcia potrepanim alebo iné metody izolacie DNA.

1.3. Reakéné podmienky PCR

Spusti sa nasledujuici program:

1 cyklus: a) tri minuty pri teplote 95 °C (denaturacia cielovej DNA)
10 cyklov: b) jedna minuta pri teplote 95 °C (denaturacia cielovej DNA)
c) jedna minuta pri teplote 64 °C (pripajanie primerov)

d) jedna minuta pri teplote 72 °C (predlzovanie kopie)



25 cyklov: e) 30 sekund pri teplote 95 °C (denaturacia cielovej DNA)

f) 30 sekund pri teplote 62 °C (pripajanie primerov)

g) jedna mintuta pri teplote 72 °C (predlZovanie koépie)
1 cyklus: h) paf mintut pri teplote 72 °C (kone¢né predizenie)

i) drzat pri teplote 4 °C

Tento program je optimalizovany na pouzitie s termocyklérom MJ Research PTC 200. Zmena v trvani krokov cyklov b)
az g) sa modze vyzadovat pri pouziti inych modelov.

1.4. Restrikéna analyza produktu PCR

Produkty PCR amplifikované z DNA Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus sa Stiepia restrikénou endonuklea-
zou Bgl II pri teplote 37 °C poc¢as 30 mintut. Vzniknuté fragmenty ziskané zo §pecifického PCR produktu pre Clavibac-
ter michiganensis ssp. sepedonicus maju velkosti 282 bp a 220 bp.

2. Priprava nanasacieho tlmivého roztoku

2.1. Bromfenolova modra (10 %-zasobny roztok)

bromfenolova modra 5¢g

destilovana voda (bidest) 50 ml
2.2. NanaSaci tlmivy roztok

glycerin (86 %) 3,5 ml

bromfenolova modra (2.1) 300 ul

destilovana voda (redest) 6.2 ml

3. 10x Tris acetat EDTA (TAE) tlmivy roztok, pH 8,0

Tris 48,4 g
Ladova kyselina octova 11,42 ml
EDTA (disodna sol) 3,72 g
Destilovana voda 1,001

Zriedi sa na 1x pred pouzitim.
Tiez komercne dostupny (napr. Invitrogen alebo ekvivalent).

Dodatok 7
Validované reagencie pre test FISH
1. Oligopréby

CMS-5pecificka proba baktériovej kruzkovitosti CY3-01 | 5 -TTG CGG GGC GCACAT CTCTGCACG-3’
Nespecificka eubakteridlna proba EUB-338-FITC 5 - GCT GCC TCC CGT AGG AGT - &

2. Fixativny roztok

Fixativum obsahuje paraformaldehyd, ktory ma toxické ti€inky, preto je nevyhnutné nasadit si rukavice a nevdycho-

vat. Odporuca sa pracovat v digestore.

a) Zahreje sa 9 ml vody molekularneho gradienta (napr. ultra ¢ista voda (UCW) na teplotu asi 60 °C a prida sa 0,4 g
paraformaldehydu. Paraformaldehyd sa rozpusta po pridani piatich kvapiek 1N NaOH a mieSanim magnetickym
miesadlom.

b) Upravi sa pHna 7,0 pridanim 1 ml 0,1M fosfatového tlmivého roztoku (PB; pH 7,0) a piatich kvapiek 1N HCI. Skon-
troluje sa pH pomocou indika¢nych pasikov a podla potreby sa upravi pomocou HCI alebo NaOH.



V roztokoch s paraformaldehydom sa nepouziva pH-meter.

¢) Roztok sa prefiltruje cez 0,22 um membranovy filter, zamedzi sa pristupu prachu a ulozi sa pri teplote 4 °C na dal-

Sie pouzitie.

Alternativny fixaény roztok: 96 % etanol.

3. 3x Hybmix

NacCl 2,7 M
Tris-HCI1 60 mM (pH 7.,4)
EDTA (sterilizované cez filter a v autoklave) 15 mM

Zriedi sa na 1x, ako sa vyzaduje.

4. Hybridiza¢ny roztok

1x Hybmix

Sédium dodecyl sulfat (SDS) 0,01 %
probe EUB 338 5 ng/él
proba CMSCY301 5 ng/él

Mnozstva hybridizaéného roztoku sa pripravia na zaklade vypoctov v tabulke. Pre kazdé podlozné sklicko (obsahuju-

ce dve rozne vzorky dvojmo) treba 90 ¢l hybridizaéného roztoku.

Tabulka: Navrhované mnozstva na pripravu hybridizacnej zmesi.

2 podlozné sklicka | 8 podloZnych skli-

cok
sterilna UPW 50,1 200,4
3x hybmix 30,0 120,0
1 % SDS 0.9 3.6
proba EUB 338 (100 ng/¢l) 4,5 18,0
proba CMSCY301 (100 ng/ ¢l) 4,5 18.0
celkovy objem (&) 90,0 360,0

Vsetky roztoky, ktoré obsahuju oligoproby citlivé na svetlo, sa skladuji na tmavom mieste pri teplote -20 °C. Pocas
pouzivania sa chrania pred priamym slne¢nym svetlom a elektrickym svetlom.

5. 0,1M fosforeénanovy tlmivy roztok, pH 7,0

Na,HPO, 8.52 ¢
KH,PO, 5.44 g
destilovana voda 1,001

Rozpustia sa prisady, skontroluje sa pH a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C pocéas 15 minut.

Dodatok 8
Kultivacia rastlin baklazanu

Osivo baklazanu (Solanum melongena) sa vyseje do pasterizovaného kompostu. Semenace s plne vyvinutymi kli¢ny-
mi listami (10 az 14 dni staré) sa presadia do kvetinacov s pasterizovanym kompostom.

Baklazany by sa mali pestovat v sklenikoch pri zachovani nasledujucich klimatickych podmienok:



Dizka dna: 14 hodin alebo prirodzena dizka dna, ak je vacsia
Teplota: den: 21 az 24 °C
noc: 15 °C

Vnimavé odrody baklazanu: .Black Beauty*”
~Long Tom*"
~Rima“
~Balsas*

Dodatok 9
Postup pre farbenie podla Grama (upravené podla Huckera) (Doetsch, 1981) V
Roztok kryStalovej violete

V 20 ml 96-percentného etanolu sa rozpustia 2 g kryStalovej violete.
V 80 ml destilovanej vody sa rozpusti 0,8 g oxalatu amoénneho.
Obidva roztoky sa zmieSaju.

Joédova tinktura podla Lugola

jod g
jodid draselny 2g

destilovanavoda | 300 ml

Obidve pevné chemikalie sa zmieSaju, spolu sa rozotru v trecej miske. Pridaju sa do destilovanej vody, nadoba sa
uzavrie a premiesa sa.

Safraninovy odfarbovaci roztok
Zasobny roztok:

safranin O 25¢g
96 % etanol 100 ml

Zmes sa premieSa a odlozi sa.
Zriedi sa v pomere 1:10 na pracovnu koncentraciu.

Postup pri farbeni

. Pripravi sa rozter, fixuje sa suSenim na vzduchu a teplom.

. Podlozné sklicko sa zaleje roztokom kryStalovej violete na jednu minutu.

. Kratko sa umyva pod te¢tiicou vodou z vodovodu.

. Na mintuitu sa zaleje jédovou tinkturou podla Lugola.

. Opét sa umyje pod teciicou vodou a osusi sa pijavym papierom.

. Odfarbuje sa bud kvapkanim 96-percentného etanolu az dovtedy, kym sa nevylucuje farbivo, alebo ponorenim
a miernym mieSanim v nom pocas 30 sekund.

7. Umyje sa pod tec¢ticou vodou a osusi sa pijavym papierom.

8. Na desat sekund sa zaleje safraninom.

9. Opat sa umyje pod te¢ucou vodou a osusi sa pijavym papierom.

ULk WIN =

Gram pozitivne baktérie maju fialovo-modré, Gram negativne baktérie ruzovo-cervené sfarbenie.

1) Tiez mozno pouzit komeréne dostupné roztoky a farbiace supravy.

Cast B
1. Pri kazdom podozrivom vyskyte ziskanom z vysledkov skriningového testu, vykonaného podla postupu v ¢asti A,
pri ktorych sa ocakava potvrdenie alebo vyvratenie tvrdenia po dokonceni postupu, sa do dokoncéenia tohto postu-

pu musia uchovat alebo primerane zakonzervovat
- véetky hluzy zemiakov a ak je to mozné vsetky testované rastliny,



- vSetky zostavajuce extrakty a dodatoény pripraveny material pre skriningové testy, napr. imunofluorescen¢éné
podlozné sklicka, a

- cela prislusna dokumentacia.

Zadrzanie zemiakovych hliz umozni v potrebnych pripadoch uskutoé¢nit rézne testy.

2. Pri pozitivnhom potvrdeni baktériovej krazkovitosti by sa mali poc¢as minimalne jedného mesiaca po oznameni po-

stupu podla § 4 ods. 2 zadrzat alebo primeranym spésobom zachovat
- materialy uvedené v bode 1,

- vzorka infikovanych rastlin baklazanu naoc¢kovanych extraktom z hluz alebo rastlin, a
- izolovana kultura baktériovej kruzkovitosti.



