TESTOVACIA SCHEMA NA DIAGNOSTIKU, URCOVANIE PRITOMNOSTI A IDENTIFIKACIU
RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

ROZSAH TESTOVACEJ SCHEMY

V tejto schéme sa popisuju rozlicné postupy pouzivané pri

a) diagnostike hnedej hniloby v hluzach zemiakov a baktériového vadnutia rastlin zemiakov, raj¢iakov a niektorych
inych hostitelskych rastlin,

b) uréovani pritomnosti Ralstonia solanacearum vo vzorkach hluz zemiakov, v hostitelskych rastlinach zemiakov,
raj¢iakov a inych vo vode a pode,

c) identifikacii Ralstonia solanacearum.

ZAKLADNE PRINCIPY

V dodatkoch k tejto prilohe sa uvadzaju optimalizované protokoly réznych metéd, validované ¢inidla a podrobné
pokyny na pripravu testovanych a kontrolnych materialov. V dodatku 1 je uvedeny zoznam laboratorii, ktoré sa po-
dielali na optimalizacii a validacii protokolov.

V protokoloch ide o zistovanie karanténnych organizmov a zahinaju pouzitie zivych kultur Ralstonia solanacearum
ako kontrolnych materialov, preto postupy bude potrebné uskuto¢novat vo vhodnych karanténnych podmienkach
s primeranymi zariadeniami na likvidaciu odpadov v stlade s prisluSnym povolenim vydanym prislusnym tradom
pre karanténu rastlin.

Parametre testovania musia zabezpecit konzistentne a reprodukovatelne odhalenie stupnov vyskytu Ralstonia so-
lanacearum pri stanovenych prahovych hodnotach zvolenej metody.

Presna priprava pozitivnej kontroly je nevyhnutna.

Testovanie podla pozadovanych prahovych hodnot zahifnia aj spravne nastavenie, udrzbu a kalibraciu zariadeni,
opatrnu manipulaciu s ¢inidlami a ich starostlivé uchovavanie a dodrziavanie v§etkych opatreni na predchadzanie



kontamindacii medzi vzorkami, t. j. oddelenia pozitivnej kontroly od testovanych vzoriek. Musia sa uplatnovat normy
na kontrolu kvality, aby nedochadzalo k administrativnym a inym omylom, najmé ak ide o oznac¢ovanie a dokumen-
taciu.

Podozrenie na vyskyt podla § 3 ods. 2 znamena pozitivny vysledok pri diagnostickych alebo skriningovych testoch
uskutocnenych na vzorke, ako sa urcuje v dalej uvedenych vyvojovych diagramoch. Pozitivny prvy skriningovy test,
ktorym je imunofluorescencény (IF) test, polymerazova retazova reakcia (PCR), fluorescenéna hybridizacia in situ
(FISH) a selektivna izolacia, sa musi potvrdit druhym skriningovym testom zaloZenym na inom biologickom principe.

Ak je prvy skriningovy test pozitivny, potom je podozrenie na kontaminaciu Ralstonia solanacearum a musi sa uro-
bit druhy skriningovy test. Ak je pozitivny druhy skriningovy test, podozrenie na vyskyt je potvrdené a testovanie
podla systému musi pokracovat. Ak je druhy skriningovy test negativny, vzorka sa nepovazuje za kontaminovanu
Ralstonia solanacearum.

Potvrdena pritomnost podla § 5 ods. 1 znamena izolaciu a identifikaciu ¢istej kultury Ralstonia solanacearum s po-
tvrdenou patogenitou.

CAST A
APLIKACIA TESTOVACEJ SCHEMY

1. Schéma uréovania pritomnosti hnedej hniloby a baktériového vidnutia (Ralstonia solanacearum) hliiz ze-
miakov a rastlin zemiakov, rajéiakov alebo inych hostitel'skych rastlin s priznakmi hnedej hniloby alebo
baktériového vadnutia

Testovanie je uréené pre hluzy zemiakov a rastliny s typickymi priznakmi hnedej hniloby alebo cievneho vadnutia
alebo s podozrenim na ne. Zahina skriningovy test, izolaciu patogénu z infikovaného cievneho pletiva na (selektiv-
nom) médiu a pri pozitivnom vysledku identifikaciu kultury ako Ralstonia solanacearum.
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! Popis priznakov je uvedeny v ¢asti B bode 1.

? Skriningové testy ulahcuju urcenie predbeznej diagnostiky, ale nie s rozhodujuce. Negativny vysledok vzdy neza-
rucuje nepritomnost patogénu.

¥ Skriningovy test baktériového slizu z cievnych zvazkov stonky je uvedeny v c¢asti F bode A.1.

Y Test pritomnosti granul poly-B-hydroxybutyratu v bunkach baktérii je uvedeny v casti F bode A.2.

¥ Testy sérologickej aglutinacie na baktériovom slize alebo na pletivovom extrakte s priznakmi sa popisuju v ¢asti F
bode A.3.

9 Test IF na baktériovom slize rozptylenom vo vode alebo na pletivovom extrakte je uvedeny v ¢asti F bode A.5.

? Test FISH na baktériovom slize rozptylenom vo vode alebo na pletivovom extrakte je uvedeny v ¢asti F bode A.7.

¥ Test ELISA na baktériovom slize rozptylenom vo vode alebo na pletivovom extrakte je uvedeny v ¢asti F bode A.8.

9 Test PCR na baktériovom slize rozptylenom vo vode alebo na pletivovom extrakte je uvedeny v ¢asti F bode A.6.

19 Patogén sa zvycajne da lahko izolovat z rastlinného materialu s priznakmi riedenym platfiovym rozterom (¢ast B
bod 3).

'V Koloénia s typickou morfolégiou je uvedena v ¢asti B bode 3.d).

? Kultivacia moze byt netuspesna pre pokrocilé stadia infekcie sposobené konkurenénymi alebo prili§ rozmnozeny-
mi saprofytickymi baktériami. Ak su priznaky choroby typické, ale izola¢ny test je negativny, izolacia sa musi opa-
kovat, najvhodnej$im testom je selektivny platnovy rozter.

' Spolahliva identifikacia ¢istych kultur s predpokladanymi izolatmi R. solanacearum sa dosiahne pomocou testu
popisaného v ¢asti F bode B. Subspecificka charakteristika nie je povinna, ale odporucéa sa pri kazdom novom pri-
pade.

Y Test patogenity je popisany v ¢asti F bode C.

2. Schéma urcovania pritomnosti a identifikiacie Ralstonia solanacearum vo vzorkach hliiz zemiakov bez
priznakov

Princip

Testovanie je zamerané na urcenie pritomnosti latentnych infekcii v hfuzach zemiakov. Pozitivny vysledok najme-
nej dvoch skriningovych testov® zaloZenych na réznych biologickych principoch sa musi doplnit izolaciou pato-
génu; pri izolacii typickych kolonii nasleduje potvrdenie Cistej kultury ako R. solanacearum. Pozitivny vysledok
iba jedného zo skriningovych testov vzorky nestaci na potvrdenie podozrenia.

Skriningové testy a izola¢né testy musia umoznit diagnostiku resuspendovaného peletu s koncentraciou 10° az
10* buniek/ml, ktory je ako pozitivna kontrola sucastou kazdej série testov.
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Y Standardna velkost vzorky je 200 hltz, hoci sa tento postup méze pouzit aj pri mensich vzorkach, ak nie je k dis-
pozicii 200 hluz.

? Metody extrakcie a koncentracie patogénu sa popisuju v ¢asti C bode 1.1.

¥ Ak su aspon dva testy zaloZené na réoznych biologickych principoch pozitivne, musi sa urobit izolacia a potvrdenie.
Urobi sa aspon jeden skriningovy test. Ak je tento test negativny, povazuje sa vzorka za negativnu. Ak je tento test
pozitivny, na overenie prvého pozitivneho vysledku sa vyzaduje druhy test alebo viacero skriningovych testov zalo-
Zzenych na réznych biologickych principoch. Ak druhy test alebo dalsie testy st negativne, vzorka sa povazuje za
negativnu. Dalsie testy nie st potrebné.

¥ Test IF je uvedeny v casti F bode A.5.

¥ Test selektivnou izolaciou je uvedeny v ¢asti F bode A.4.

9 Testy PCR sa popisuju v c¢asti F bode A.6.

? Testy FISH sa popisuju v ¢asti F bode A.7.

¥ Testy ELISA sa popisuja v ¢asti F bode A.8.

9 Biotest je uvedeny v ¢asti F bode A.9.

19 Typicka morfolégia kolonie je uvedena v ¢asti B bode 3.d).

' Kultivacia alebo biotesty m6zu byt netuspesné pre konkurenciu alebo inhibiciu sposobent saprofytickymi bakté-
riami. Ak sa v skriningovych testoch dosiahnu jasne pozitivne vysledky, ale testy izolaciou st negativne, zopakuju
sa testy izolaciou z toho istého peletu alebo odoberie sa dalsie cievne pletivo pri rezanom pupkovom konci hluzy tej
istej vzorky, a ak je potrebné, testuju sa dalsie vzorky.

'? Spolahliva identifikacia ¢istych kultar pravdepodobne podozrivych na pritomnost baktérie Ralstonia solanacea-
rum sa dosiahne pomocou testov, ktoré sa popisuju v casti F bode B.

¥ Test patogenity je uvedeny v casti F bode C.



3. Schéma urcovania pritomnosti a identifikacie Ralstonia solanacearum vo vzorkach rastlin zemiakov, raj-
c¢iakov alebo inych hostitel'skych rastlin bez priznakov
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Y Odporucana velkost vzoriek sa uvadza v ¢asti C bode 2.1.

? Metody extrakcie a koncentracie patogénu sa popisuju v ¢asti C bode 2.1.

¥ Ak st najmenej dva testy zalozené na réznych biologickych principoch pozitivne, musi sa urobit izolacia a potvrde-
nie. Urobi sa najmenej jeden skriningovy test. Ak je tento test negativny, povazuje sa vzorka za negativnu. Ak je
tento test pozitivny, na overenie prvého pozitivneho vysledku sa vyzaduje druhy test alebo dalsie skriningové testy
zalozené na roznych biologickych principoch. Ak druhy test alebo dalsie testy sti negativne, vzorka sa povazuje za
negativnu. DalSie testy nie su potrebné.

Y Test selektivnou izolaciou je uvedeny v ¢asti F bode A.4.

® Test IF je uvedeny v ¢asti F bode A.5.
9 Testy PCR sa popisuju v ¢asti F bode A.6.
” Testy FISH sa popisuju v ¢asti F bode A.7.

9 Testy ELISA sa popisuju v ¢asti F bode A.8.

9 Biotest je uvedeny v ¢asti F bode A.9.

19 Typicka morfolégia kolonie je uvedena v ¢asti B bode 3.d).

' Kultivacia alebo biotesty mo6zu byt neuspesné pre konkurenciu alebo inhibiciu spésobenu saprofytickymi bakté-
riami. Ak sa v skriningovych testoch dosiahnu jasne pozitivne vysledky, ale izola¢né testy st negativne, izolacné
testy sa opakuju.

2 Spolahliva identifikacia ¢istych predpokladanych kultar Ralstonia solanacearum sa dosiahne pomocou testov po-
pisanych v c¢asti F bode B.

¥ Test patogenity je uvedeny v casti F bode C.

CAST B
PODROBNE METODY URCOVANIA PRITOMNOSTI RALSTONIA SOLANACEARUM V HLLUZACH ZEMIAKOV

A V RASTLINACH ZEMIAKOV, RAJCIAKOV ALEBO INs?qH HOS‘TITEBSK?CH RASTLIN S PRiIZNAKMI HNEDEJ
HNILOBY ALEBO BAKTERIOVEHO VADNUTIA

1. Priznaky

1.1. Priznaky na zemiakoch

Rastlina zemialka. V ranom §tadiu sa infekcia na poli rozozna podla uvadnutych listov vo vrchnej ¢asti rastli-
ny pri vysokych teplotach pocas dna, pricom cez noc sa zotavia. V ranych stadiach vadnutia listy zostavaju
zelené, ale neskor zltnu a dochadza k hnedému odumieraniu. Vyskytuju sa aj epinastie. Vadnutie jedného
vyhonku alebo celych rastlin sa rychlo stane nezvratnym a jeho dosledkom je odumretie rastliny. Cievne
zvazKy priecne rozrezanych stoniek zvadnutych rastlin su zvyéajne hnedé a z povrchu rezu sa samovolne ale-
bo po stlaceni vylu¢uje mlie¢ny baktériovy sekrét. Ak sa odrezana stonka umiestni zvislo do vody, z cievnych
zvazkov vytekaju vlakna slizu.

Hluza zemiaka. Hluzy zemiaka sa musia rozrezat prieéne blizko pupkového (stolonového) konca alebo po-
zdlzne cez stolonovy koniec. Rané stadium infekcie sa prejavuje sklovitozltym az svetlohnedym sfarbenim
cievnych zvazkov, z ktorych sa po niekolkych minutach spontanne vylucuje svetly smotanovy baktériovy sliz.
Neskor sa cievne sfarbenie zmeni na zretelnejs$ie hnedé a odumieranie pletiva sa moze rozsirit na parenchy-
mato6zne pletivo. V pokroéilych stadiach infekcia pokracuje smerom od pupkového konca a oc¢iek, z ktorych
sa vylucuje baktériovy sliz sposobujuci prilinanie ¢astic zeminy. MozZu sa objavit ¢ervenkastohnedé, mierne
vtlacené lézie na Supe sposobené prepadnutim cievnych zvazkov dovnutra. V pokrocilych stadiach infekcie
sa bezne vyskytuje sekundarna hubova a baktériova makka hniloba.

1.2. Priznaky na rajc¢iaku

Rastlina rajéiaka. Prvym viditelnym priznakom je ochabnuty vzhlad najmladsich listov. V podmienkach
priaznivych pre patogén (teplota pody okolo 25 °C, nasytena vlhkost vzduchu) nasleduje do niekolkych dni
epinastia a vadnutie jednej strany rastliny alebo celej rastliny, ¢o ma za nasledok kolaps celej rastliny. V me-
nej priaznivych podmienkach (teplota pody pod 21 °C) je vidnutie menej vyrazné, ale na stonke sa moze vyvi-
nut velky pocet postrannych vyhonkov. Pozdiz stonky mozno pozorovat slizovity pas, ktory svedéi o odumie-
rani cievneho systému. Pri prieénom reze stonky vyluc¢uju sfarbené hnedé cievne zvazky biely alebo zltkasty
baktériovy sliz.

1.3. Priznaky na inych hostiteloch
Rastliny Solanum dulcamara a Solanum nigrum. V normalnych podmienkach, ak teploty pody neprekrocia
25 °C alebo ak uroven inokula nie je extrémne vysoka (napr. pri Solanum nigrum, ktoré rastie vedla infikova-
nych rastlin zemiaka alebo raj¢iaka), sa priznaky vadnutia pri tychto hostitelskych burinach vyskytuju
zriedka. Ak sa vadnutie vyskytne, priznaky st rovnakeé, ako sa popisuju prirajciaku. Nezvadnuté rastliny So-
lanum dulcamara rastiice so stonkou a korenimi vo vode mézu mat na prieénom reze spodnej ¢asti stonky ale-
bo ¢asti, ktora je pod vodou, mierne svetlohnedé sfarbenie cievnych zvazkov. Ak sa odrezana stonka umiestni



zvislo do vody, aj pri absencii priznakov vadnutia sa z povrchu rezu cievnych zvazkov vylucéuje baktériovy sliz
alebo vlakna slizu.

2. Testy vytekania baktériového slizu zo stonky
Testy vytekania baktériového slizu zo stonky mozu ulahcéit predbeznu diagnostiku, ale nie st rozhodujuce. Pouzi-
je sa jeden test alebo viacero z tychto validovanych testov:

2.1. Test vytekania baktériového slizu zo stonky
Rovnako ako ¢ast F bod A.1.

2.2. Urcovanie pritomnosti granul poly--hydroxybutyratu (PHB)
Charakteristické granuly PHB v bunkach Ralstonia solanacearum sa zviditeliiuju sfarbenim teplom fixova-
ného rozteru baktériového slizu z infikovaného pletiva na podloznom mikroskopickom sklicku prostrednic-
tvom nilskej modrej A alebo sudanskej ¢iernej (¢ast F bod A.2.).

2.3. Testy sérologickej aglutinacie
Rovnako ako ¢ast F bod A.3.

2.4. Iné testy

K dalsim vhodnym skriningovym testom patria test IF (Cast F bod A.5.), test FISH (¢ast F bod A.7.), testy enzymova
imunoadsorbentova analyza (dalej len ,ELISA®) (Cast F bod A.8.) a testy PCR (¢ast F bod A.6.).

3. Postup izolacie

a) Odstrani sa sliz alebo ¢asti odfarbeného pletiva z cievnych zvazkov hluzy zemiaka alebo z cievnych pletiv ston-
ky rastliny zemiaka, rajéiaka alebo inej vadnucej hostitelskej rastliny. Urobi sa suspenzia v malom objeme ste-
rilnej destilovanej vody alebo v 50 mM fosfatového tlmivého roztoku (dodatok 4) a necha sa 5 az 10 minut od-
stat.

b) Zo suspenzie sa pripravi viacero desatinnych riedeni.

c) Objem 50 az 100 ul suspenzie a jednotlivych riedeni sa naockuje na univerzalnu zZivnu podu (NA, YPGA alebo
SPA; dodatok 2) a/alebo na Kelmanovo tetrazoliové médium (dodatok 2) a/alebo na validované selektivne mé-
dium (napr. SMSA; dodatok 2). Riedenia sa rozotrua vhodnou platniovou metédou. Je vhodné pripravit si samo-
statné platne so zriedenou kultarou bunkovej suspenzie biovaru 2 R. solanacearum ako pozitivnu kontrolu.

d) Platne sa nechaju inkubovat pri 28 °C dva az Sest dni.

- Na univerzalnych Zivnych podach virulentné izolaty Ralstonia solanacearum vytvaraju perlovobiele, ploché,
nepravidelné a fluidné kolonie, ¢asto s charakteristickymi §piralkami v strede. Nevirulentné formy R. solana-
cearum vytvaraju malé kruhové, nefluidné, maslovité kolonie, ktoré su celé smotanovobiele.

- Na Kelmanovom tetrazoliovom médiu a SMSA médiu maju Spiralky krvavocervenu farbu. Nevirulentné formy
Ralstonia solanacearumvytvaraju malé kruhové, nefluidné, maslovité kolonie, ktoré su celé tmavocervené.

4. Identifikaéné testy Ralstonia solanacearum
Testy na potvrdenie identity predpokladanych izolatov Ralstonia solanacearum sa uvadzaju v ¢asti F bode B.

CAST ¢C

1. Podrobné metédy uréovania pritomnosti a identifikicie Ralstonia solanacearum vo vzorkach hliz zemia-
kov bez priznakov

1.1. Priprava vzoriek

- Standardna velkost vzoriek je 200 hluz na test. Intenzivnejsie odoberanie vzoriek vyzaduje viac testov na
vzorkach tejto velkosti. VAESi pocet hltuz zemiakov vo vzorke vedie k inhibicii alebo k zlozitej interpretacii
vysledkov. Tento test je véak vhodny na pouzitie aj pri vzorkach s menej ako 200 hluzami, ak je k dispozicii
menej hluz.

- Validacia vsetkych dalej uvedenych metod urcovania pritomnosti sa zaklada na skusani vzoriek z 200
hluz.

- Dalej popisany extrakt zo zemiaka sa moze pouzit aj na uréenie pritomnosti baktérie spésobujtcej kruzko-
vitost zemiakov, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Nepovinna preduprava pred pripravou vzorky

a) Inkubacia vzoriek pri 25°C az 30 °C az do dvoch tyzdnov pred testovanim podpori mnozenie vSetkych po-
pulacii Ralstonia solanacearum.

b) Umytie hluz. Medzi kazdou vzorkou sa pouziju vhodné dezinfekéné prostriedky (ak sa pouzije test PCR,
zluceniny chléru na odstranenie DNA patogénu) a detergenty. Hluzy sa nechaju na vzduchu vyschnut.
Toto umyvanie je uzito¢né (ale nevyzaduje sa) najma pri vzorkach, na ktorych sa nachadza prilis vela zemi-
ny, a ak sa ma vykonat test PCR alebo priama izolacia.



1.1.1. Cistym, dezinfikovanym skalpelom alebo kuchynskym nozom sa odstrani Supka hluzy na jej pupko-
vom (stolonovom) konci tak, aby bolo vidiet cievne pletivo. Z cievneho pletiva na pupkovom konci kaz-
dej hluzy sa opatrne vyreze maly vyrezok cievneho pletiva z pupkového konca tak, aby sa vyrezalo ¢o
najmenej necievnych pletiv.

Vyradia sa vetky (hnijuce) hluzy vykazujuce symptémy hnedej hniloby a testuju sa oddelene.

Ak sa pri odstranovani pupkového konca zistia vo vyrezku priznaky hnedej hniloby, hluza sa musi vi-

zualne prehliadnut a odrezat blizko pupkového konca. Kazda rozrezana hluza s priznakmi sa ulozi

aspon na dva dni priizbovej teplote, aby sa umoznila suberizacia (zahojenie reznej rany), a skladuje sa
schladena (pri 4 °C az 10°C) v primeranych podmienkach karantény. Vsetky hluzy vratane hltuz podo-

zrivych na symptémy sa uchovavaju podla prilohy III.

1.1.2. Vyrezky z pupkovych koncov hltuz sa spracuju jednym z tychto postupov:

a) Prida sa dostatoény objem (asi 40 ml) maceraéného tlmivého roztoku (dodatok 4), aby bol vyrezok
prekryty, umiestni sa do rotaénej trepacky a inkubuje sa pocas Styroch hodin (50 az 100 ota-
¢cok/min.) pri teplote pod 24 °C alebo pocas 16 azZ 24 hodin v chlade alebo

b)vyrezok sa homogenizuje dostatocnym objemom (asi 40 ml) macerac¢ného tlmivého roztoku (doda-
tok 4) bud' v mixéri (napr. Waring alebo Ultra Thurax), alebo rozdrvenim v uzatvorenom jednorazo-
vom macerac¢nom vrecusku (napr. Stomacher alebo Bioreba strong guage polythene, 150 mm x 250
mm; sterilizovanom oZiarenim) gumenym kladivkom alebo inym vhodnym nastrojom na drvenie
(napr. Homex).

Ak sa vzorky homogenizuju v mixéri, je nebezpecenstvo krizovej kontaminacie vzoriek vysoké. Pocas
extrakcie treba urobit opatrenia, aby nedochadzalo k rozpra§ovaniu ani k rozlievaniu. Pri kazdej vzor-
ke sa pouziju cerstvo sterilizované c¢epele v mixéri a nadoby. Ak sa pouzije test PCR, je potrebneé zabra-
nit prenosu DNA na nadobach alebo na drviacom zariadeni. Ak sa pouzije test PCR, odporuca sa drve-
nie v jednorazovych vrecuskach.

1.1.3. Dekantuje sa supernatant. Ak je prili§ kalny, zjasni sa bud odstredenim pri nizkej rychlosti (pri od-
stredivej sile nie viac ako 180 g pocas desiatich minut pri teplote od 4 °C do 10 °C), alebo vakuovou fil-
traciou (40 az 100 pm), pricom sa filter premyje dals$im maceraénym tlmivym roztokom (10 ml).

1.1.4. Bakterialna frakcia sa koncentruje odstredenim pri odstredivej sile 7 000 g poc¢as 15 minut (alebo
10 000 g pocas desiatich mintt) pri teplote od 4°C do 10°C a supernatant sa vyleje tak, aby sa neporu-
§il vzniknuty pelet.

1.1.5. Pelet saresuspenduje v 1,5 ml peletového tlmivého roztoku (dodatok 4). Pouzije sa 500 pl na test na R.
solanacearum, 500 ul pre Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a 500 pl na archiva¢né ucely.
Prida sa sterilny glycerin do koncentracie 10 az 25 % (v/v) k 500 ul alikvotnych podielov, pretrepe sa
a skladuje sa pri teplote od -16 °C do -24 °C (niekolko tyzdinov) alebo pri teplote od -68 °C do -86 °C
(niekolko mesiacov). Testované podiely sa pocas testovania uchovavaju pri teplote od 4°C do 10°C.

Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie sa neodporuca.
Ak je potrebna preprava extraktu, zabezpeci sa dodanie v chladiacom boxe do 24 aZ 48 hodin.

1.1.6. Jenevyhnutné, aby sa so vSetkymi pozitivinymi kontrolami a vzorkami R. solanacearum manipulovalo
oddelene, aby nedoslo ku kontaminacii. To plati aj pre podlozné sklicka pri testoch IF a pri vSetkych
ostatnych testoch.

1.2. Testovanie
Vyvojové diagramy a popis testov a optimalizovanych protokolov sa nachadzaju v prislusnych dodatkoch:
Selektivna izoldacia (Cast F bod A.4.)
Test IF (¢ast F bod A.5.)
Testy PCR (¢ast F bod A.6.)
Test FISH (¢ast F bod A.7.)
Testy ELISA (¢ast F bod A.8.)
Biotest (¢ast F bod A.9.)

2. Podrobné metdédy urcovania pritomnosti a identifikacie Ralstonia solanacearum vo vzorkach rastlin ze-
miakov, rajéiakov alebo inych hostitelskych rastlin bez priznakov

2.1. Priprava vzorky
Pri urcovani pritomnosti latentnych populacii R. solanacearum sa odporuca testovat kompozitné vzorky.
Postup mozno vhodnym spésobom uplatnit pri kompozitnych vzorkach az z 200 ¢asti stoniek. Na tuéely pre-
hladov by sa tieto prehlady mali zakladat na Statisticky reprezentativnej vzorke skiimanej populacie rastlin.

2.1.1. Vlozia sa 1 az 2 cm dlhé segmenty stonky do uzatvorenej sterilnej nadoby podla tychto postupov odo-
berania vzoriek:
Semendce rajciaka z pestovatelskej Skoélky: ¢istym dezinfikovanym nozom sa oddeli 1 cm dlha cast
z dolnej ¢asti kazdej stonky tesne nad troviiou zeminy.



2.2.

2.1.2.

2.1.3.
2.1.4.

2.1.5.

Rastliny rajciaka pestované na poli alebo v skleniku: ¢istym dezinfikovanym noZom sa oddeli rezom
tesne nad miestom vyrastania z hlavnej stonky najnizsi postranny vyhonok z kazdej rastliny. Odstra-
ni sa 1 cm dlha ¢ast z kazdého postranného vyhonku.

Ostatné hostitelské rastliny: ¢istym dezinfikovanym noZom alebo zahradnickymi noznicami sa oddeli

1 cm dlhy usek z dolnej ¢asti kazdej stonky tesne nad uroviiou zeminy. Pri S. dulcamara alebo inych

hostitel'skych rastlinach rastucich vo vode sa oddelia 1 az 2 cm dlhé ¢asti zo stonky rastucej pod vo-

dou alebo zo stolonov s vodnymi korenmi.

Pri odoberani vzoriek z osobitnych miest sa odporuca testovat Statisticky reprezentativnu vzorku naj-

menej desatich rastlin kazdého potencialneho burinného hostitela na jedno miesto odberu. Urcenie

pritomnosti patogénu je najspolahlivejSie neskoro na jar, v lete alebo na jesen, hoci v prirode sa infek-
cie na celoro¢ne vo vode rastucej Solanum dulcamara daju uréit po cely rok. K znamym hostitelom
patria divoko rastuce rastliny zemiaka (nahodne rastuce zemiaky z minulej trody), Solanum dulca-
mara, S. nigrum, Datura stramonium a ini élenovia ¢elade Solanaceae. Dalsimi hostitelmi st Pelargo-
nium spp. a Portulaca oleracea. K niektorym druhom eurépskych burin, ktoré v uréitych environmen-
talnych podmienkach mozu byt utoc¢iskom populacie R. solanacearum biovaru 2, rasy 3 v korenoch
a/alebo rizosfére, patria Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium album,
Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp., Rumex spp., Sile-
ne alba, S. nutans, Tussilago farfarra and Urtica dioica.

V tomto stadiu mozno urobif vizualnu prehliadku vnutornych priznakov (sfarbenie cievnych zvazkov
alebo baktériovy sliz). VSetky segmenty stonky s priznakmi sa oddelia a testuju sa samostatne

(Cast B).

Segmenty stonky sa kratko dezinfikuju 70 % etanolom a ihned sa osusia jemnym pijavym papierom.

Potom sa segmenty stonky spracuju jednym z uvedenych postupov:

a) Prida sa dostato¢né mnozstvo (pribliZne 40 ml) macera¢ného tlmivého roztoku (dodatok 4), aby boli
odrezky stonky prekryté, a inkubujt sa na rotacnej trepacke (50 az 100 otacok/min.) poc¢as Styroch
hodin pri teplote nizSej ako 24 °C alebo v chlade pocas 16 az 24 hodin.

b)Odrezky sa okamzite rozdrvia gumenym kladivkom alebo inym vhodnym nastrojom na drvenie
(napr. Homex) v jednorazovom macerac¢nom vrecusku (napr. Stomacher alebo Bioreba) s primera-
nym mnoZstvom macerac¢ného tlmivého roztoku (dodatok 4). Ak to nie je mozné, odrezKky sa skladu-
ju v chlade najdlhSie 72 hodin alebo pri izbovej teplote najdlhsie 24 hodin.

Supernatant sa dekantuje asi po 15 minutach usadzovania.

Dalsie ¢istenie extraktu ani koncentracia baktériovej frakcie sa zvycajne nevyzaduji, ale moézu sa do-
siahnut filtraciou a/alebo odstredenim, ako sa popisuje v ¢asti C bodoch 1.1.3. az 1.1.5.

Cista alebo koncentrovana vzorka sa rozdeli na dva rovnaké diely. Jeden diel sa uchovava pocas testo-
vania pri teplote 4 °C az 10 °C, a ak je potrebné dalsie testovanie, druhy diel sa skladuje s podielom
10 az 25 % (objem/objem) sterilného glycerinu pri teplote od -16 °C do -24 °C (niekolko tyzdnov) alebo
pri teplote od -68 °C do -86 °C (niekolko mesiacov).

Testovanie
Vyvojové diagramy a popis testov a optimalizovanych protokolov sti uvedené v prislusnych dodatkoch:

Selektivna izoldacia (Gast F bod A.4.)
Test IF (cast F bod A.5.)

Testy PCR (¢ast F bod A.6.)

Test FISH (¢ast F bod A.7.)

Testy ELISA (¢ast F bod A.8.)

Biotest (¢ast F bod A.9.)



CAST D

1. Systém uréovania pritomnosti a identifikacie Ralstonia solanacearum vo vode

[ Vzorka vody" ]

[ Koncentracia patogénuz) ]

SKRININGOVY TEST VODY
Selektivna izolacia®
Nepovinné pomocné testy: biotest” / obohateny test PCR> / obohateny test ELISA®

Kolénie s typickou morfologiou”
po izolécii

Ralstonia solanacearum
nezistena
Vzorka nie je
kontaminovana Ralstonia

ANO \ solanacearum

[ Subkultivovat do €istej kultury ]

IDENTIFIKACNE TESTY?” } { TEST PATOGENITY'”

Obidva testy potvrdzuju ¢ista kultru
ako Ralstonia solanacearum

Vzorka nie je
kontaminovana Ralstonia
solanacearum

solanacearum

Vzorka je kontaminovana Ralstonia }




Y Odporucané postupy odoberania vzoriek sa uvadzaju v ¢asti D bode 2.1.

? Metody koncentracie patogénu sa popisuju v ¢asti D bode 2.1.

¥ Selektivny izolacny test je uvedeny v casti F bode A.4.

¥ Biotest je uvedeny v ¢asti F bode A.9.

® Metody obohatenia testu PCR sa popisuju v ¢asti F bode A.4.2. a v ¢asti F bode A.6.

9 Metody obohatenia testu ELISA sa popisuju v ¢asti F bode A.4.2. a v ¢asti F bode A.8.

” Typicka morfolégia kolonie je uvedena v casti B bode 3.d).

9 Kultivacia moéze byt neuspesna pre konkurenciu alebo inhibiciu saprofytickymi baktériami. Ak je podozrenie, Ze
velké saprofytické populacie ovplyviiujua spolahlivost izolacie, izola¢né testy po zriedeni vzorky vodou sa zopakuju.

9 Spolahliva identifikacia ¢istych predpokladanych kultur R. solanacearum sa dosiahne pomocou testov popisa-
nych v ¢éasti F bode B.

9 Test patogenity je uvedeny v ¢asti F bode C.

2. Metédy urcovania pritomnosti a identifikacie Ralstonia solanacearum vo vode

Princip

Validovany systém urcovania pritomnosti Ralstonia solanacearum popisany v tejto ¢asti je pouzitelny aj pri urco-
vani pritomnosti patogénov vo vzorkach povrchovej vody a moéze sa pouzit aj pri testovani vzoriek vody zo spraco-
vania zemiakov alebo odpadovej vody. Je vSak potrebné poznamenat, Ze predpokladana citlivost ur¢ovania pri-
tomnosti sa meni podla substratu. Citlivost izolaéného testu ovplyvauju populacie konkurenénych
saprofytickych baktérii, ktoré su zvyCajne ovela vacsie vo vode zo spracovania zemiakov alebo v odpadovej vode
ako v povrchovej vode. KedZe sa ocakava, ze dalej uvedenym systémom sa urci aj také malé mnozstvo ako 10° bu-
niek na liter povrchovej vody, citlivost urcovania vo vode zo spracovania zemiakov alebo v odpadovej vode je prav-
depodobne ovela nizsia. Z tohto dévodu sa odporuca testovat odpadova vodu az po vsetkych procesoch tpravy
(napr. sedimentacia alebo filtracia), pocas ktorych sa zredukuju pocty populacii saprofytickych baktérii. Obme-
dzena citlivost testovacieho systému by sa mala brat do avahy pri posudzovani spolahlivosti dosiahnutych nega-
tivnych vysledkov. KedZe sa tento systém uspesne pouzil pri vyskumnych pracach na urcenie pritomnosti alebo
nepritomnosti patogénov v povrchovej vode, jeho obmedzenia si treba uvedomit, ked sa pouzije v podobnych vy-
skumnych pracach s vodou zo spracovania zemiakov alebo s odpadovou vodou.

2.1. Priprava vzorky
- Uréovanie pritomnosti Ralstonia solanacearumv povrchovej vode je najspolahlivejsie neskoro na jar, v lete
a v jeseni, ked su teploty vody vyssie ako15 °C.

- Opakovanym odoberanim vzoriek v uvedenych obdobiach v ré6znom ¢ase a na uré¢enych miestach sa zvysi

spolahlivost urcenia pritomnosti tym, Ze sa znizia uc¢inky klimatickych zmien.

- Zohladnenim vplyvu silnych dazdov a geografie toku vody sa vyluci uéinok prilisného zriedenia, ktory

moze stlmit pritomnost patogénu.

- Vzorky povrchovej vody sa odoberaju v blizkosti hostitelskych rastlin, ak sa tam vyskytuju.

2.1.1. Na vybranych miestach odberu vzoriek sa odoberu vzorky vody do jednorazovych skumaviek alebo
flias podla moznosti v hibke 30 cm a do dvoch metrov od brehu. Vzorky na spracovanie odpadovych
vod sa odoberaju v mieste vytoku odpadu. Odporucana velkost vzorky je do 500 ml na odberové mies-
to. Ak sa uprednostnia mensie vzorky, odporica sa odoberat vzorky na jednom mieste aspon trikrat
za sebou, pri¢om kazda vzorka sa sklada z dvoch opakovanych podvzoriek s objemom najmenej 30 ml.
Pri intenzivnej vyskumnej praci sa zvolia aspon tri miesta odberu vzoriek na tri kilometre vodného
toku a zabezpeci sa odber vzoriek aj z pritokov vodného toku.

2.1.2. Vzorky sa prepravuju v chlade a tme (4 °C az 10 °C) a testuju sa do 24 hodin.

2.1.3. Baktériova frakcia sa moze koncentrovat niektorou z tychto metod:
a) Odstredi sa 30 az 50 ml podvzorky pri 10 000 g pocas desiatich mintut (alebo 7 000 g pocas 15 mi-
nut) najlepsie pri teplote 4 °C az 10 °C, vyleje sa supernatant a resuspenduje sa pelet v 1 ml peleto-
vého tlmivého roztoku (dodatok 4).
b) Prefiltruje sa cez membranovy filter (minimalna velkost porov 0,45 um), oplachne sa filter v5 az 10
ml peletového tlmivého roztoku, ktory je nutné zachytit. Tato metéda je vhodna pre vacsie mnoz-
stva vody obsahujticej malé mnozstvo saprofytov.

Pri vzorkach vody zo spracovania zemiakov a odpadovej vody sa koncentrovanie zvy¢ajne neodporuca, preto-
ze zvySené populacie konkurenénych saprofytickych baktérii spomalujua uréovanie pritomnosti Ralstonia so-
lanacearum.

2.2. Testovanie
Podla vyvojového diagramu a popisu testov v relevantnych dodatkoch.



CAST E

1. Systém urcovania pritomnosti a identifikacie Ralstonia solanacearum v pode
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Y Odporucané postupy odoberania vzoriek sa uvadzaju v ¢asti E bode 2.1.

? Test selektivnej izolacie je uvedeny v casti F bode A.4.

¥ Metody obohacovania testu PCR sa popisuju v casti F bode A.4.2. a casti F bode A.6.

¥ Biotest je uvedeny v ¢asti F bode A.9.

® Typicka morfolégia kolonie je uvedena v casti B bode 3.d).

9 Kultivovanie moze byt neuspesné pre konkurenciu alebo inhibiciu saprofytickymi baktériami. Ak je podozrenie, Ze
velké saprofytické populacie ovplyviuju spolahlivost izolacie, po dalsom zriedeni vzorky sa izolacné testy zopaku-
ja.

? Spolahliva identifikacia predpokladanych ¢istych kultur R. solanacearum sa dosiahne pomocou testov popisa-
nych v ¢asti F bode B.

9 Test patogenity je uvedeny v casti F bode C.

2. Metédy urcovania pritomnosti a identifikacie Ralstonia solanacearum v pode
Princip
Validovany systém urcovania pritomnosti Ralstonia solanacearum, ktory je uvedeny v tejto ¢asti, je pouzitelny pri
urcovani pritomnosti patogénov vo vzorkach pody, ale moze sa pouzit aj na testovanie tuhych odpadov zo spraco-
vania zemiakov alebo splaskovych kalov. Tieto metody nie st1 dostatocne citlivé, aby zarucili urcenie pritomnosti
malych a/alebo nepravidelne roztrusenych populacii Ralstonia solanacearum, ktoré sa mozu vyskytovat v priro-
dzene zamorenych vzorkach tychto substratov.
Obmedzena citlivost tohto systému testovania sa musi brat na zretel pri posudzovani spolahlivosti vsetkych nega-
tivnych vysledkov a takisto vtedy, ak sa pouzije na vyskum zamerany na urcenie pritomnosti alebo nepritomnosti
patogénu v podach alebo v kaloch. Najspolahlivejsim testom pritomnosti patogénu v pode z pola je zasadit vnima-
vého hostitela a sledovat, ¢i sa infikuje, ale aj pri tejto metéde mozu nizke urovne kontaminacie zostat neodhale-
né.

2.1. Priprava vzorky

2.1.1. Priodoberani vzoriek pody z pola sa musia dodrziavat standardné postupy odoberania vzoriek hada-
tiek. Na vzorku sa odoberie 0,5 az 1 kg pody zo 60 miest na 0,3 ha z hibky 10 az 20 cm (alebo v rastri
7 x 7 m). Ak je podozrenie na pritomnost patogénu, zvysi sa pocet miest odberu na 120 na 0,3 ha.
Vzorky pred testovanim sa skladuju pri teplote 12 °C az 15°C. Vzorka odpadov zo spracovania zemia-
kov a splaskovych kalov sa pripravi zozbieranim celkovo 1 kg materialu z viacerych miest reprezentu-
jucich cely objem splaskov, ktoré sa maji testovat. Kazda vzorka pred testovanim sa dékladne zamie-
sa.

2.1.2. Podvzorkyz 10 az 25 g pody alebo kalu sa rozptylia pomocou rotacnej trepacky (250 otacok/min.) v60
az 150 ml macerac¢ného tlmivého roztoku (dodatok 4) pocas dvoch hodin. Ak je to potrebné, podpori sa
disperzia pridanim 0,02 % sterilného Tween-20 a 10 az 20 g sterilného Strku.

2.1.3. Pocas testovania sa udrziava suspenzia pri teplote 4 °C.

2.2. Testovanie
Podla vyvojového diagramu a popisu testov v relevantnych dodatkoch.

CAST F
OPTIMALIZOVANE PROTOKOLY NA URCOVANIE PRITOMNOSTI
A IDENTIFIKACIU RALSTONIA SOLANACEARUM

A. DIAGNOSTICKE TESTY A TESTY NA URCOVANIE PRITOMNOSTI RALSTONIA SOLANACEARUM

1. Test vytekania baktériového slizu stonky
Pritomnost Ralstonia solanacearum v stonkach vadnucich rastlin zemiaka, rajéiaka alebo inych hostitel'skych
rastlin sa moze urcit tymto jednoduchym predbeznym testom: OdrezZe sa stonka v irovni nad zeminou. Povrch
rezu sa umiestni do skumavky s ¢istou vodou. Po niekolkych mintutach zaénu z cievnych zvazkov samovolne vyte-
kat vlakna baktériového slizu.

2. Uréovanie pritomnosti granil poly-$-hydroxybutyratu
1. Na podlozné mikroskopické sklicko sa pripravi rozter z baktériového slizu z infikovaného pletiva alebo zo
48-hodinovej kultiry na médiu YPGA alebo SPA (dodatok 2).



2. Pripravia sa pozitivne kontrolné roztery kmena biovaru 2 R. solanacearum, a ak to je uzitoéné, aj negativny
kontrolny rozter znameho druhu, ktory je PHB negativny.

3. Nechaju sa na vzduchu vyschnut a spodnou stranou sklicka sa prejde niekolkokrat rychlo ponad plamen, kym
sa rozter nezafixuje.

4. Preparat sa sfarbi bud nilskou modrou, alebo sudanskou ¢iernou a pozoruje sa pod mikroskopom podla tohto
popisu:

Test nilskou modrou

a) Kazdé sklicko sa zaleje 1 % vodnym roztokom nilskej modrej A a inkubuje sa desat minut pri teplote 55 °C.

b) Necha sa odtiect farbiaci roztok. Kratko sa oplachne pod slabo teétcou vodou. Prebytoéna voda sa odsaje jem-
nym pijavym papierom.

¢) Rozter sa zaleje 8 % vodnym roztokom kyseliny octovej a inkubuje sa jednu mintutu pri izbovej teplote.

d) Kratko sa oplachne pod slabo tec¢ticou vodou. Prebytoéna voda sa odsaje jemnym pijavym papierom.

e) Opatovne sa zvlhéi kvapkou vody a zakryje sa krycim sklickom.

f) Sfarbeny rozter sa preskiima epifluorescenénym mikroskopom pri vinovej dizke 450 nm a s olejovou imerziou
pri 600- az 1 000-nasobnom zvac¢sSeni pomocou objektivu s vodnou alebo olejovou imerziou.

g) Je potrebné si v§imat sytooranzovu fluorescenciu granul PHB. Pozoruje sa aj za prechadzajuceho bezného
svetla a je potrebné sa uistit, ¢i st granuly vnutrobunkové a ¢i morfolégia buniek je typicka pre R. solanacea-
rum.

Test sudanskou ciernou

a) Kazdé sklicko sa zaleje 0,3 % roztokom sudanskej ¢iernej Bv 70 % etanole a inkubuje sa desat mintt pri izbovej
teplote.

b) Necha sa odtiect roztok farbiva, kratko sa oplachne v tec¢ticej vode a prebyto¢na voda sa odsaje jemnym pijavym
papierom.

c) Sklicka sa ponoria nakratko do xylolu a osus$ia sa jemnym pijavym papierom. Upozornenie: Xylol je zdraviu
Skodlivy, nevyhnutné st vsetky bezpecnostné opatrenia a musi sa pracovat v digestore.

d) Sklicka sa zaleju 0,5 % (hmotnost/objem) vodnym roztokom safraninu a nechaju sa desat sekund stat priizbo-
vej teplote. Upozornenie: Safranin je zdraviu Skodlivy, nevyhnutné stt vsetky bezpecnostné opatrenia a musi sa
pracovat v digestore.

e) Sklicka sa oplachnu v slabo tecucej vode, osusia sa jemnym pijavym papierom a priloZi sa krycie skli¢ko.

f) Sfarbené roztery sa pozoruju v mikroskope s prechadzajucim svetlom s olejovou imerziou pri 1 000-nasobnom
zvacSeni pomocou objektivu s olejovou imerziou.

g) Pozoruje sa modrocierne sfarbenie granul PHB v bunkach R. solanacearum s ruzovo sfarbenymi bunkovymi
stenami.

. Testy sérologickej aglutinacie

Aglutinacia buniek R. solanacearumv baktériovom slize alebo v extrakte pletiva s priznakmi sa najlepsie pozoruje

pomocou validovanych protilatok (dodatok 3) oznac¢enych prislusnymi farebnymi znac¢kami, ako su ¢ervené bun-

ky Staphylococcus aureus, alebo farebnymi latexovymi ¢asticami. Ak sa pouzije komeréne dostupna suprava (do-

datok 3), je potrebné dodrziavat pokyny vyrobcu. Inak sa dodrziava tento postup:

a) ZmieSaju sa kvapky suspenzie oznacenej protilatky a baktériovy sliz (priblizne 5 ul z kazdého) v jamkach viac-
jamkovych testovacich sklicok.

b) Pripravia sa pozitivne a negativne kontroly pomocou suspenzii R. solanacearum biovaru 2 a jedného nerovno-
cenného kmena.

c) Po jemnom mieSani poc¢as 15 sekuind sa pozoruje aglutinacia v pozitivnych vzorkach.

. Selektivna izolacia

4.1. Selektivny platnovy rozter
Pred prvym pouzitim tejto metddy sa urobia predbezné testy na zaistenie opakovatelnosti uréenia pritomnos-
ti buniek R. solanacearum tvoriacich kolénie v hodnote 10° az 10* na 1 ml, ktoré sa pridaju do extraktov zo
vzoriek, ktoré boli predtym testované s negativnym vysledkom.
Pouzije sa primerane validované selektivne médium ako SMSA (modifikované podla Elphinstone a kol., 1996;
dodatok 2).
Je potrebné venovat pozornost odliseniu R. solanacearum od inych baktérii schopnych tvorit v médiu kolo-
nie. Okrem toho, ak su platnové roztery prerastené alebo ak su pritomné antagonistické baktérie, kolonie R.
solanacearum mézu vykazovat netypicka morfolégiu. Pri podozreni na konkurenéné alebo antagonistické
vplyvy musi sa vzorka pretestovat pomocou iného testu.
Najvyssia citlivost urcenia pritomnosti touto metédou sa da ocakavat, ak sa pouziju cerstvo pripravené ex-
trakty vzoriek. Tato metdda je vsak pouzitelna aj pri extraktoch, ktoré boli skladované v glycerine pri teplote
od -68 °C do -86 °C.
Ako pozitivne kontroly sa pripravia desatinné riedenia suspenzie s hustotou 10° buniek tvoriacich kolénie vi-
rulentného kmena R. solanacearum biovaru 2 (napr. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) na 1 ml. Aby sa



vylucila akakolvek moznost kontamindacie, pripravuju sa pozitivne vzorky uplne oddelené od vzoriek, ktoré
sa maju testovat.

Pri kazdej novopripravenej davke selektivneho média by sa pred jej pouzitim pri testovani beznych vzoriek
mala otestovat jej vhodnost na rast patogénu.

Kontrolny material sa testuje rovnakym sposobom ako vzorka alebo vzorky.

4.1.1. Pouzije sa vhodna zriedovacia platiiova technika rozteru, ktorou sa zabezpeci, aby sa zriedili vietky
neziaduce saprofytické populacie tvoriace kolénie. Rozotrie sa 50 az 100 ul extraktu vzorky na platnu
a na kazdé riedenie.

4.1.2. Platne sa nechaju inkubovat pri teplote 28 °C. Po 48 hodinach sa platne skontroluju a potom kazdy
den az do Siestich dni. Typické kolonie Ralstonia solanacearum na médiu SMSA st mliecnobiele,
ploché, nepravidelné a fluidné a po 3 dnoch inkubacie sa v strede vytvori ruzové az krvavocervené
sfarbenie s vnutornymi prazkami alebo zavitmi.

Na tomto médiu sa niekedy tvoria netypické kolonie R. solanacearum. Mo6zu byt malé, kruhové, celé
¢erveno sfarbené a nefluidné alebo iba ¢iasto¢ne fluidné, a preto tazko rozoznatelné od saprofytic-
kych baktérii tvoriacich kolonie.

4.1.3. Predpokladané kolénie Ralstonia solanacearum sa po naneseni v pruzkoch alebo po zriedenom rozte-
re na univerzalnu zZivnua podu ocistia, aby sa dostali izolované kolonie (dodatok 2).

4.1.4. Kultuary sa kratkodobo uchovaju v sterilnej vode (pH 6 az 8, bez chloru) v tme pri izbovej teplote alebo
dlhodobo vo vhodnom kryogénnom ochrannom prostredi pri teplote od -68 do -86 °C alebo lyofilizova-
ne.

4.1.5. Identifikuju sa predpokladané kultury (Cast F bod B) a urobi sa test patogenity (¢ast F bod C).

Vyhodnotenie vysledkov testu selektivneho platrniového rozteru
Test selektivneho platnového rozteru je negativny, ak sa po Siestich dnoch nedaju spozorovat zZiadne kolénie
baktérii alebo ak sa nezistia Ziadne predpokladané typické kolonie Ralstonia solanacearum za podmienky, Ze
sa nepredpoklada ziadna inhibicia inymi konkuren¢nymi alebo antagonistickymi baktériami a Ze v pozitiv-
nych kontrolach sa nachadzaju typické kolonie Ralstonia solanacearum.
Test selektivneho platnového rozteru je pozitivny, ak sa izoluju predpokladané kolonie Ralstonia solanacea-
rum.

4.2. Obohacovanie

Pouzije sa validované obohacovacie médium, ako je modifikovany zivny roztok Wilbrink (dodatok 2).

Tento postup mozno pouZzit na selektivne zvysenie populdacii R. solanacearum v extraktoch zo vzoriek a na zvy-
Senie citlivosti pri urcovani ich pritomnosti. Tymto postupom sa zdaroven ucinne riedia inhibitory reakcie PCR
(1:100). Treba vsak poznamenat, Ze obohacovanie R. solanacearum méze byt netispesné pre konkurenciu ale-
bo antagonizmus saprofytickych organizmouv, ktoré sa ¢asto stcasne obohatia. Z tohto dévodu méze byt izola-
cia R. solanacearum z kulttir obohatenych v Zivnych roztokoch tazka. Kedze sa okrem toho mézu zvysit popula-
cie sérologicky pribuznych saprofytov, ak sa ma pouzit test ELISA, odporti¢a sa prednostné pouzitie osobitnych
monoklonalnych protilatok pred polyklondalnymi protilatikcami.

4.2.1. Priobohacovanipre test PCR sa prenesie 100 ul extraktu zo vzorky do 10 ml obohateného Zivného roz-
toku (dodatok 2), ktory sa predtym primerane rozdelil do skumaviek alebo flia§ bez DNA. Pri obohaco-
vani pre test ELISA sa mo6zu pouzit vy§sie pomery extraktu zo vzorky k zivnému roztoku (napr. 100 ul
v 1,0 ml obohateného zivného roztoku).

4.2.2. Inkubuje sa 72 hodin pri teplote 27 az 30 °C v trepacke alebo staticky s uvolnenym uzaverom, aby sa
umoznil pristup vzduchu.

4.2.3. Pred pouzitim v testoch ELISA alebo PCR sa bakterialna kultara dékladne premiesSa.

4.2.4. Obohateny zivny roztok sa spracuje rovnakym sposobom ako vzorka v uz uvedenych testoch.
Ak sa ocakava inhibicia obohacovania R. solanacearum pre vysoké populacie uréitych konkurenc-
nych saprofytickych baktérii, lepsie vysledky sa mézu dosiahnut obohatenim extraktu vzorky pred
akymkolvek odstredenim alebo inymi sposobmi koncentracie.

5. Test IF
Princip
Pouzitie testu IF ako hlavného skriningového testu sa odporuca, pretoze je dokazana jeho ué¢innost pri dosahova-
ni pozadovanych prahovych hodnot.
Ak sa ako hlavny skriningovy test pouzije test IF a vyhodnotenie je pozitivne, musia sa urobit testy PCR alebo
FISH, alebo izola¢ny test ako druhy skriningovy test. Ked sa test IF pouzije ako druhy skriningovy test a od¢itava-
nie IF je pozitivne, na uplnu analyzu sa vyzaduje dalsie testovanie podla vyvojového diagramu.
Pouziva sa validovany zdroj protilatok R. solanacearum. Odporuca sa, aby sa pre kazdu nova davku protilatok sta-
novil titer. Titer sa definuje ako najvyssie riedenie, pri ktorom sa pri testovani suspenzie obsahujucej 10° az 10°
buniek na 1 ml homologického kmena R. solanacearum a s pouzitim vhodného konjugatu fluorescen¢ného izotio-



kyanatu (dalej len ,FITC*) podla pokynov vyrobcu dosahuje optimalna reakcia. Vsetky validované polyklonalne
antiséra musia mat titer IF najmenej 1 : 2 000. Pocas testovania sa pouzivaju protilatky v pracovnom riedeni alebo
riedeniach blizkych titru alebo na turovni titra.

Test sa robi s ¢erstvo pripravenymi extraktmi zo vzoriek. Ak treba, moze sa ispesne urobit aj s extraktmi sklado-
vanymi pri teplote -68 az -86 °C v glycerine. Glycerin sa moze zo vzorky odstranit pridanim 1 ml peletového tlmivé-
ho roztoku (dodatok 4), opakovanym odstredenim pocas 15 minut pri odstredivej sile 7 000 g a resuspendacii
v rovnakom objeme peletového tlmivého roztoku. Toto vSak ¢asto nie je potrebné, najma ak su vzorky fixované na
podlozné skli¢ka ich zahrievanim nad plamenom.

Pripravia sa samostatné podlozné sklicka s pozitivnou kontrolou z homologického kmena alebo akéhokolvek iné-
ho referenéného kmena Ralstonia solanacearum, resuspendovaného v extrakte zo zemiaka, ako je Specifikované
v dodatku 3B, a pripadne aj v peletovom tlmivom roztoku.

Ak je to mozné, ako podobna kontrola na tom istom sklicku sa pouzije prirodzene infikované pletivo (udrziavané
lyofilizaciou alebo zmrazenim pri teplote —-16 az -24 °C.

Ako negativna kontrola sa mézu pouzit alikvotné podiely extraktu vzorky, ktora sa predtym testovala na Ralstonia
solanacearum s negativnym vysledkom.

Standardne pozitivne a negativne kontrolné materialy, ktoré su k dispozicii na pouZitie pri tomto teste, sa uvadza-
ju v dodatku 3.

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

5.1. PodloZzné sklicka sa pripravia jednym z tychto postupov:

a) Pri peletoch s relativne malym sedimentom Skrobu:
Pipetou sa nanesie odmerany Standardny objem (15 ul postacuje na jamku s priemerom 6 mm - pri vac¢sich
jamkach treba pouzit primerane vac¢si objem) riedenia 1/100 resuspendovaného zemiakového peletu do
prvej jamky. Potom sa do zostavajucich jamiek v rade pipetou nanesie rovnaky objem neriedeného peletu
(1/1). Dalsi rad mozno pouzit ako duplikat alebo pre druhii vzorku, ako je znazornené na obrazku 1.

b) Pri ostatnych peletoch:
Pripravia sa desatinné riedenia (1/10, 1/100) resuspendovaného peletu v peletovom tlmivom roztoku. Pi-
petou sa nanesie odmerany Standardny objem (15 pl postacuje na jamku s priemerom 6 mm - pri vacéSich
jamkach treba pouzit primerane vacsi objem) resuspendovaného peletu a kazdého riedenia do radu ja-
miek. Dalsi rad mozno pouzit ako duplikat alebo pre druhu vzorku, ako je znazornené na obrazku 2.

5.2. Kvapky sa nechaju vyschnut pri izbovej teplote alebo ohrievanim pri teplote 40 az 45 °C. Bakterialne bunky
sa fixuju na podlozné sklicko bud ohrievanim (15 minut pri teplote 60 °C), nahrievanim nad plameniom 95 %
etanolu, alebo podla osobitnych pokynov od dodavatela protilatok.

Ak treba, mozu sa fixované podlozné sklicka pred dalsim testovanim skladovat (najviac tri mesiace) zmrazené vo

vysuSenom boxe.

5.3. Postup pri teste IF
a) Pri priprave podlozného sklicka podla 5.1.a):
Pripravi sa suprava dvojnasobnych riedeni. Prva jamka by mala obsahovat 1/2 titra (T/2), ostatné 1/4 tit-
ra (T/4), 1/2 titra (T/2), titer (T) a dvojnasobok titra (27T).
b) Pri priprave podlozného sklicka podla 5.1.b):
Pripravi sa pracovné riedenie (PR) protilatky v tlmivom roztoku IF. Pracovné riedenie ovplyvnuje Specific-
kost.

Obrazok 1 Priprava podlozného sklicka postupom podla 5.1.a) a 5.3.a)

Riedenia resuspendovaného peletu

1/100  1/1 1/1 171 1/1 [ Riedenie resuspendovaného
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(T = titer) T2 T4 T2 T 2T [ Dvojnasobné riedenia

antisérum/protilatka
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Obrazok 2 Priprava podlozného sklicka postupom podla 5.1.b) a 5.3.b)

5.4.

Pracovné riedenie antiséra/protilatky

1/1  1/10  1/100 prazdna prazdna [ Desatinné riedenie
resuspendovaného
peletu
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5.3.1. Podlozné sklicka sa polozia na vlhky hodvabny papier. VSetky testovacie jamky sa uplne pokryju rie-
deniami antiséra. Objem antiséra naneseného na kazdu jamku musi minimalne zodpovedat objemu
naneseného extraktu.

Ak chybaju osobitné pokyny vyrobcov protilatok, mal by sa vykonat tento postup:
5.3.2. Podlozné sklicka sa inkubuju 30 minut zakryté na vlhkom papieri pri izbovej teplote (18 az 25 °C).

5.3.3. Kvapky z kazdého podlozného sklicka sa opatrne strast a oplachnu tlmivym roztokom IF. Preplachu-
ju sa ponorené pat minut v tlmivom roztoku IF-Tween (dodatok 4) a potom v tlmivom roztoku IF. Za-
brani sa rozprasovaniu alebo kvapkaniu, ktoré by mohli spdsobit krizovii kontaminaciu. Prebyto¢na
vlhkost sa starostlivo odstrani jemnym odsatim pijavym papierom.

5.3.4. Podlozné sklicka sa polozia na vlhky papier. Testovacie jamky sa pokryju riedenim konjugatu FITC
pouzitim na stanovenie titra. Objem konjugatu naneseného na jamky musi presne zodpovedat obje-
mu nanesenej protilatky.

5.3.5. Podlozné sklicka sa inkubuju zakryté na vlhkom papieri 30 minut pri izbovej teplote (18 az 25 °C).

5.3.6. Kvapky konjugatu sa opatrne strasu z podlozného sklicka. Oplachuje sa a preplachuje sa rovnako
ako v bode 5.3.3.
Dokladne sa odstrani prebytoéna vlhkost.

5.3.7. Na kazdu jamku sa napipetuje 5 az 10 ul 0,1M glycerinu tlmeného fosfatom (dodatok 4) alebo inej ko-
mercne dostupnej krycej kvapaliny na udrzanie signalu a prilozi sa krycie sklicko.

Hodnotenie testu IF

5.4.1. Podlozné sklicka treba prehliadnut pod epifluorescenénym mikroskopom s filtrami vhodnymi na ex-
citaciu FITC pod olejovou alebo vodnou imerziou pri zva¢Seni 500- az 1 000-krat. Kazda jamka sa
mikroskopicky prehliadne vo dvoch navzajom kolmych priemeroch a aj po obvode. Pri vzorkach, v kto-
rych sa nenachadzaja ziadne bunky alebo len maly pocet buniek, treba pozorovat aspon 40 mikrosko-
pickych policok.

Najprv sa skontroluju podlozné sklicka s pozitivnou kontrolou. Bunky musia pri titrovani stanovenou proti-

latkou alebo pracovnym riedenim jasne fluoreskovat a byt tplne sfarbené. Pri odliSnom sfarbeni sa musi test

IF (¢ast F bod A.5.) zopakovat.

5.4.2. V testovacich jamkach podloZznych sklicok sa pozoruju jasne fluoreskujuce bunky s charakteristic-
kou morfologiou Ralstonia solanacearum. Intenzita fluorescencie musi zodpovedat pozitivnemu kon-
trolnému kmenu pri rovnakom riedeni antiséra. Bunky s netplnym sfarbenim alebo so slabou fluo-
rescenciou sa nezohladnuju.

Ak je akékolvek podozrenie na kontaminaciu, test sa musi zopakovat. Moze to byt vtedy, ak sa na vsetkych

podloznych sklickach vo vzorke najdu pozitivne bunky pre kontaminaciu tlmivého roztoku alebo ak sa pozi-

tivne bunky najdu (mimo jamiek na podloZznom sklicku) na krycom sklicku.

5.4.3. So specifickostou imunofluorescenéného testu sa spaja niekolko problémov. Neziaduce populacie
fluoreskujucich buniek s netypickou morfolégiou a saprofytické baktérie s podobnou velkostou
a morfologiou ako R. solanacearum sposobujuce krizovu reakciu sa zvyéajne vyskytujua v peletoch vy-
rezkov z pupkovych koncov a segmentov stonky.

5.4.4. Prititrovani alebo pracovnom riedeni protilatok, ako sa uvadza v bode 5.3., sa berti do ivahy len fluo-
reskujuice bunky s typickou velkostou a morfologiou.

5.4.5. Vyhodnotenie vysledkov testu IF:
a) Ak sa najdu jasne fluoreskujuce bunky s charakteristickou morfolégiou, stanovi sa priemerny po-



cet typickych buniek na mikroskopické policko a vypocita sa pocet typickych buniek na 1 mlresus-
pendovaného peletu (dodatok 5).
Vysledok testu IF je pozitivny pri vzorkach s poc¢tom najmenej 5 x 10° typickych buniek na 1 ml resuspendo-
vaného peletu. Vzorka sa povazuje za potencialne kontaminovanu a vyzaduje sa dalsie testovanie.
b)Vysledok testu IF je negativny pri vzorkach s mensim poc¢tom ako 5 x 10° buniek na 1 ml resuspen-
dovaného peletu a vzorka sa povaZzuje za negativnu. DalSie testovanie sa nevyzaduje.

6. TESTY PCR
Principy
Ak sa PCR pouzije ako hlavny skriningovy test a ak je pozitivny, nasleduje izola¢ny test alebo IF ako druhy povinny
skriningovy test. Ak sa PCR pouzije ako druhy skriningovy test a ak je pozitivny, na uplnu diagnostiku sa vyzaduje
dalsie testovanie podla testovacej schémy.
Uplne vyuzitie tejto metédy ako hlavného skriningového testu sa odporiiéa iba pri §pecializovanej odbornosti.
Predbezné testovanie touto metédou by malo umoznit opakovatelné stanovenie pritomnosti 10° az 10* buniek Ral-
stonia solanacearum na 1 ml pridanych do extraktov vzoriek, ktoré boli predtym testované s negativnym vysled-
kom. Na dosiahnutie maximalnej citlivosti a §pecifickosti mozno vo vsetkych laboratériach vyzadovat optimaliza-
cia experimentov.
Pouziju sa validované ¢inidla a protokoly pre testy PCR (dodatok 6). Prednost ma metéda s vntutornou kontrolou.
Prijmu sa vSetky opatrenia na vyluc¢enie kontaminacie vzorky cielovou DNA. Test PCR uskuto¢nia skuseni techni-
civlaboratériach na molekularnu biolégiu, aby sa na minimum obmedzila mozZnost kontaminacie cielovou DNA.
S negativnou kontrolou (extrakcie DNA a postupov PCR) sa vzdy pracuje ako s poslednou vzorkou celého postupu,
aby bolo zrejmé, ¢i sa nevyskytol prenos cielovej DNA.
Test PCR zahtna tieto negativne kontroly:
- extrakt zo vzorky, ktora bola predtym testovana na R. solanacearum s negativnym vysledkom,
- tlmivé roztoky pouzité na extrahovanie baktérii a DNA zo vzorky,
- reakcéna zmes pre PCR.
Zahrnuta je tato pozitivna kontrola:
- alikvotné podiely resuspendovanych peletov, do ktorych sa pridala Ralstonia solanacearum (priprava v dodat-
ku 3 B),
- suspenzia 10° buniek na 1 ml Ralstonia solanacearum vo vode z virulentného izolatu
(napr. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; dodatok 3 B),
- ak je to mozné, pouzije sa aj DNA extrahovana z pozitivnhych kontrolnych vzoriek pri teste PCR.
Aby sa vylicila moznost kontaminacie, pozitivne kontroly sa pripravuji v prostredi oddelenom od vzoriek,
ktoré sa maji testovat.
Extrakty zo vzoriek musia byt ¢o najdokladnejsie zbavené zeminy. Preto ak sa pouziju protokoly testu PCR, je v ur-
¢itych pripadoch vhodné pripravovat extrakty z umytych zemiakov.
Standardny pozitivny a negativny kontrolny material, ktory je k dispozicii na pouzitie pri tomto teste, sa uvadza
v dodatku 3.

6.1. Metody Cistenia DNA
Pouziju sa uz uvedené pozitivne a negativne kontroly (dodatok 3).
Kontrolny material sa testuje rovnakym sposobom ako vzorka alebo vzorky.
K dispozicii je viacero metod Cistenia cielovej DNA zo substratov komplexnych vzoriek, ¢im sa odstrania inhi-
bitory PCR a iné enzymatické reakcie a skoncentruje sa cielova DNA v extrakte vzorky. Na pouzitie pri valido-
vanych metédach PCR, ktoré st uvedené v dodatku 6, sa optimalizovala tato metoda:
a) Metoda podla Pastrika (2000)
1. Pipetou sa nanesie 220 &l lyzaéného tlmivého roztoku [100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM
EDTA (pH 8,0)] do Eppendorfovej skiimavky s objemom 1,5 ml.
2. Prida sa 100 ¢l extraktu vzorky a umiestni sa na 10 minut do termobloku alebo do vodného kupela s tep-
lotou 95 °C.
3. Skumavka sa premiestni na pat minuat na lad.
4. Prida sa 80 ¢l koncentrovaného roztoku lyzozymu (50 mg lyzozymu na 1 ml v 10 mM Tris HCI, pH 8,0)
a inkubuje sa 30 minut pri teplote 37 °C.
5. Prida sa 220 ul roztoku Easy DNA® solution A (Invitrogen), dobre sa pretrepe a 30 minut sa inkubuje pri
teplote 65 °C.
6. Prida sa 100 pl roztoku Easy DNAP solution B (Invitrogen), dokladne sa pretrepe, kym precipitat volne
neplava v skumavke a vzorka nema jednotnu viskozitu.
7. Prida sa 500 pl chloroformu a pretrepava sa, kym viskozita neklesne a zmes nie je homogénna.
8. Odstred'uje sa 20 mintt pri odstredivej sile 15 000 g pri teplote 4 °C, aby sa oddelili fazy a vytvorilo sa roz-
hranie.
9. Horna faza sa premiestni do ¢istej Eppendorfovej skimavky.
10. Prida sa 1 ml 100 % etanolu (20 °C), kratko sa pretrepe a inkubuje na lade desat minut.
11. Odstreduje sa 20 minut pri odstredivej rychlosti 15 000 g pri teplote 4 °C a odstrani sa etanol z peletu.



12. Prida sa 500 ul 80 % etanolu (-20 °C) a premiesa sa otocenim skuimavky hore dnom.
13. Odstreduje sa 10 minut pri odstredivej rychlosti 15 000 g pri teplote 4 °C, pelet sa zachyti a odstrani sa
etanol.
14. Pelet DNA sa necha vyschnut na vzduchu alebo za vakuového odsavania.
15. Pelet sa resuspenduje v 100 pl sterilnej ultracistej vody (UPW) a necha sa stat pri izbovej teplote najme-
nej 20 minut.
16. Do pouzitia na test PCR sa skladuje pri teplote -20 °C.
17. Odstredenim sa odstrani vSetok biely precipitat a na test PCR sa pouzije 5 ul supernatantu obsahujtce-
ho DNA.
b)Iné metody
Iné metody extrakcie DNA, napriklad suprava Qiagen DNeasy Plant Kit, mozno pouzit za podmienky, Ze sa
dokaze, ze st rovnako uc¢inné pri izolacii DNA z kontrolnych vzoriek obsahujucich 10° az 10* buniek pato-
génu na 1 ml.

6.2. Test PCR

6.2.1. Pripravia sa testované a kontrolné vzorky podla validovanych protokolov (¢ast F bod A.6.). Pripravi sa
jedno desatinné riedenie extraktu zo vzorky DNA (1 : 10 v UPW).

6.2.2. Podla uverejnenych protokolov (dodatok 6) sa pripravi v prostredi, v ktorom neddjde ku kontaminacii,
vhodna reakéna zmes pre test PCR. Ak to je mozné, odporuca sa pouzivat protokol PCR, ktory obsahu-
je aj vinutornu kontrolu testu PCR.

6.2.3. Podla protokolov PCR (dodatok 6) sa prida do sterilnych PCR skamaviek 2 az 5 ul extraktu DNA na 25 pl
reakcénej zmesi pre PCR.

6.2.4. Vytvori sa negativna kontrolna vzorka obsahujtca iba reakénu zmes PCR a namiesto vzorky sa prida
ultracista voda (UPW) z toho istého zdroja, ktory sa pouzil pri zmesi PCR.

6.2.5. Skumavky sa umiestnia do toho istého termocykléra, ktory sa pouzil pri predbeznom testovani,
a spusti sa vhodne optimalizovany program PCR (dodatok 6).

6.3. Analyza produktu PCR

6.3.1. Produkty PCR sa analyzuju agar6zovou gélovou elektroforézou. Na elektroforézu sa nanasa aspon 12 pl
reakénej zmesi DNA z kazdej vzorky zmieSanej s 3 ul nanaSacieho tlmivého roztoku (dodatok 6) do
2,0 % (w/v) agarozového gélu v tris-acetat-EDTA tlmivom roztoku (TAE) (dodatok 6) pri napéati 5 az 8
V/cm. Pouzije sa vhodny marker DNA, napr. 100 bp ladder.

6.3.2. Fragmenty DNA sa zviditelnia sfarbenim pomocou etidium bromidu (0,5 mg/1) poc¢as 30 az 60 mintut,
pricom pri manipulacii s touto mutagénnou latkou je potrebné pouzit ochranné opatrenia.

6.3.3. Gél po sfarbeni s etidium bromidom sa pozoruje v UV transiluminatore (A= 302 nm) a zdokumentuje
sa. Porovnaju sa produkty PCR predpokladanej velkosti vo vzorkach a kontrolach k DNA standardu
(dodatok 6).

6.3.4. Privsetkych novych zisteniach/pripadoch sa overi autentickost produktu PCR pomocou restrikénej
analyzy inkubovanim zvySného podielu produktu PCR pri optimalnej teplote a optimalne dlhom c¢ase
s vhodnou restrikénou endonukledzou a tlmivym roztokom (dodatok 6). Stiepne fragmenty DNA sa
stanovia agarézovou gélovou elektroforézou a sleduje sa Stiepny profil fragmentov v UV transilumina-
tore po sfarbeni etidium bromidom a porovna sa s nestiepenou a Stiepenou pozitivnou kontrolou.

Vyhodnotenie vysledku testu PCR

Test PCR je negativny, ak v prislusnej vzorke nebol zisteny Specificky produkt PCR Ralstonia solanacearum
ocakavanej velkosti, ale ak sa zisti vo v§etkych pozitivnych kontrolnych vzorkach (pri testoch multiplex PCR
so §pecifickymi rastlinnymi vnutornymi kontrolnymi primermi druhy produkt PCR predpokladanej velkosti
sa musi nachadzat v prislusnej testovanej vzorke).

Test PCR je pozitivny, ak sa zisti specificky produkt PCR Ralstonia solanacearum s predpokladanou velkos-
tou a restrikénym profilom, ak sa vyzaduje, za podmienky, Ze sa neamplifikoval pri ziadnej negativnej kon-
trolnej vzorke. Spolahlivé potvrdenie pozitivneho vysledku sa dosiahne aj opakovanim testu s druhou
supravou primerov PCR (dodatok 6).

Ak sa z pozitivnej kontrolnej vzorky obsahujtacej Ralstonia solanacearum vo vode ziska predpokladany pro-
dukt PCR, ale z pozitivhych kontrol s Ralstonia solanacearum v extrakte zo zemiaka sa ziskaju negativne vy-
sledky, moze byt podozrenie na inhibiciu PCR. Pri protokoloch multiplex PCR s vnutornymi kontrolami sa in-
hibicia reakcie prejavuje, ak ddjde k absencii oboch produktov PCR.

Podozrenie na kontaminaciu moéze byt aj vtedy, ak sa predpokladany produkt PCR §pecificky pre Ralstonia
solanacearum ziska z jednej negativnej kontroly alebo z viacerych negativnych kontrol.

7. Test FISH
Princip
Ak sa test FISH pouzije ako prvy skriningovy test a ak sa zisti, Ze je pozitivny, musi sa ako druhy povinny skrinin-



govy test vykonat izola¢ny test alebo test IF. Ak sa test FISH pouzije ako druhy skriningovy test a ak sa zisti, Ze je
pozitivny, na stanovenie uplnej diagnozy sa vyzaduje dalsie testovanie podla vyvojového diagramu.

Pouziju sa validované $pecifické oligoproby pre Ralstonia solanacearum (dodatok 7). Predbezné testovanie touto
metodou by malo umoznit opakovatelné urcenie pritomnosti najmenej 10° az 10* buniek Ralstonia solanacearum
na 1 ml pridanych do extraktov vzoriek, ktoré boli predtym testované s negativnym vysledkom.

Nasledujtice postupy by sa mali prednostne vykonavat na ¢erstvo pripravenych extraktoch zo vzoriek, ale iispes-
ne sa mo6zu pouzit aj pri extrakte zo vzorky, ktory sa skladoval v glycerine pri teplote od -16 do -24 °C alebo od -68
do -86 °C.

Ako negativna kontrola sa pouzije alikvotny podiel extraktu vzorky, ktora bola predtym testovana na R. solanacea-
rum s negativnym vysledkom.

Ako pozitivne kontroly sa pripravia suspenzie obsahujtce 10° az 10° buniek Ralstonia solanacearum biovar 2
(napr. kmen NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857, dodatok 3) na 1 ml 0,01M fosfatového tlmivého roztoku (PB)
z 3- az 5-dnovej kultury. Samostatne sa pripravia podlozné skli¢ka s pozitivnhou kontrolou z homologického kme-
na alebo akéhokolvek iného referenéného kmena Ralstonia solanacearum resuspendovaného v extrakte zo zemia-
ka podla specifikacie v dodatku 3B.

Pouzitie eubaktériovej oligoproby s oznac¢enim FITC umoznuje kontrolu procesu hybridizacie, pretoze sfarbi vset-
ky eubaktérie, ktoré st pritomne vo vzorke.

Standardny pozitivny a negativny kontrolny material, ktory je k dispozicii na pouzitie pri tomto teste, sa uvadza
v dodatku 3 bode A.

Kontrolny material sa testuje presne tym istym spoésobom ako vzorka.

7.1. Fixacia extraktu zo zemiaka
Protokol podla Wullingsa et al. (1998):

7.1.1. Pripravi sa fixaény roztok (dodatok 7).

7.1.2. Pipetou sa prenesie 100 ¢l kazdého extraktu zo vzorky do Eppendorfovej skimavky a sedem minut sa
odstreduje pri odstredivej sile 7 000 g.

7.1.3. Dekantuje sa supernatant a rozpusti sa pelet v 200 ¢l fixativu pripraveného < 24 hodin vopred. Pretre-
pe sa a jednu hodinu sa inkubuje v chladnicke.

7.1.4. Odstreduje sa sedem minut pri odstredivej rychlosti 7 000 g, dekantuje sa supernatant a resuspen-
duje sa pelet v 75 ¢1 0,01M PB (dodatok 7).

7.1.5. Nanesie sa 16 &l zafixovanej suspenzie na Cisté viacjamkové podlozné sklicko podla obrazku 7.1. Na
kazdé podlozné sklicko sa nanesti dve rozne nezriedené vzorky a pouzije sa 10 ¢l na pripravu roztoku
1:100 (v0,01 M PB). ZvySna vzorka v roztoku (49 ¢l) sa po pridani 1 objemovej jednotky 96 % etanolu
moze skladovat pri teplote -20 °C. Ak skuska FISH vyzaduje opakovanie, odstrani sa etanol odstrede-
nim a prida sa rovnaky objem 0,01 PB (zmieSa sa pretrepanim).

Obrazok 7.1 Schéma podlozného sklicka pri teste FISH

Vzorka 1 Prazdna Prazdna Prazdna Vzorka 2
jamka 1 jamka 2 jamka 3 jamka 4 jamka 5
Vzorka 1 Prazdna Prazdna Prazdna Vzorka 2
jamka 6 jamka 7 jamka 8 jamka 9 jamka 10
Krycie sklicko 1 Krycie sklicko 2

7.1.6. Podlozné skli¢ka sa osusia na vzduchu (alebo v susic¢ke pri teplote 37 °C) a zafixuju sa zahrievanim
nad plamenom.
V tomto §tadiu sa proces moze prerusit a hybridizacia moéze pokracovat nasledujuci den. Podlozné
sklicka sa skladuju v bezpraSnom prostredi, v suchu a pri izbovej teplote.
7.2. Hybridizacia
7.2.1. Bunky sa dehydratuju postupnym ponorenim do 50 %, 80 % a 96 % etanolu, do kazdého na jednu mi-
nutu. PodloZzné sklicka umiestnené na stojane sa osusia na vzduchu.

7.2.2. Pripravi sa vlhka inkuba¢na komora tak, Ze dno vzduchotesnej nadoby sa prikryje hodvabnym alebo



filtrovacim papierom nasiaknutym hybmixom 1x (dodatok 7). Box sa predinkubuje v hybridizac¢nej
peci pri teplote 45 °C najmenej desat minut.

7.2.3. Do 8jamiek kazdého podlozného sklicka (jamky 1, 2, 4, 5, 6, 7,9 a 10; obrazok 7.1) sa da 10 pul hybridi-
zacného roztoku (dodatok 7) a dve stredné jamky (3 a 8) sa nechaju prazdne.

7.2.4. Naprvé a posledné Styri jamky sa prilozia krycie sklicka (24 x 24 mm) tak, aby v nich nezostal vzduch.
Podlozné sklicka sa vlozia do predhriatej vlhkej komory a pat hodin sa hybridizuja v tme v peci pri tep-
lote 45 °C.

7.2.5. Pripravia sa 3 kadi¢ky obsahujuce 1 1vody Mili Q (molekularny gradient), 1 1 hybmixu 1x (334 ml 3x
hybmixu a 666 ml vody Mili Q) a 1 l hybmixu 1/8x (42 ml 3x hybmixu a 958 ml vody Mili Q). Kazda ka-
dicka sa predinkubuje vo vodnom kupeli pri teplote 45 °C.

7.2.6. Z podloznych sklicok sa odlozia krycie sklicka a podlozné sklicka sa umiestnia do stojana.
7.2.7. Prebytoéna sonda sa vyplavi inkubovanim 15 minut v kadi¢ke s hybromixom 1x pri teplote 45 °C.

7.2.8. Drziak s podloZznymi sklickami sa premiestni do premyvacieho roztoku hybmixu 1/8x a inkubuje sa
dalsich 15 minut.

7.2.9. Podlozné sklicka sa kratko ponoria do vody Mili Q a polozia sa na filtraény papier. Prebyto¢na voda sa
odstrani jemnym prilozenim filtrovacieho papiera na povrch. Pipetou sa prida do kazdej jamky 5az 10
pl roztoku krycej kvapaliny na udrzanie signalu (napr. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA ale-
bo rovnocenna) a na celé podlozné sklicko sa prilozi velké krycie sklicko (24 x 60 mm).

7.3. Vyhodnotenie vysledkov testu FISH

7.3.1. Podlozné sklicka sa ihned prehliadnu pod vhodnym epifluorescenénym mikroskopom s olejovou
imerziou pri 630- alebo 1 000-nasobnom zvaéseni. S filtrom, ktory je vhodny na FITC, st eubaktériové
bunky (vratane vac¢siny gramnegativnych buniek) vo vzorke sfarbené a fluoreskujua na zeleno. Ak sa
pouzije filter na tetrametylrodamin-5-izotiokyanat, bunky R. solanacearum sfarbené Cy3 fluoreskuju
na cerveno. Morfolégia buniek sa porovna s morfolégiou pozitivnej kontroly. Bunky musia jasno fluo-
reskovat a musia byt uplne sfarbené. Ak je sfarbenie odlisné, test FISH (¢ast F bod A.7.) sa musi zopa-
kovat. Jamky sa prehliadnu vo dvoch navzajom kolmych priemeroch a po obvode. Pri vzorkach vyka-
zujucich maly pocet buniek alebo nevykazujucich Ziadne bunky sa prehliadne najmenej 40
mikroskopickych policok.

7.3.2. V jamkach testovacich podloznych sklicok sa pozoruju jasne fluoreskujuce bunky s charakteristic-
kou morfolégiou Ralstonia solanacearum. Intenzita fluorescencie musi byt rovnaka alebo vyssia ako
fluorescencia kmena pozitivnej kontroly. Bunky s neuplnym sfarbenim alebo slabou fluorescenciou
sa neberu do uvahy.

7.3.3. Pripodozreni na kontaminaciu sa test musi zopakovat. Méze to byt vtedy, ak sa na vSetkych podloz-
nych sklickach v sérii nachadzaju pozitivne bunky pre kontaminaciu tlmivého roztoku alebo ak sa po-
zitivne bunky zistia (mimo jamiek) na podloznych sklickach.

7.3.4. So §pecifickostou testu FISH sa spaja niekolko problémov. Vo vyrezkoch z pupkovych koncov hluz
a v peletoch zo segmentov stonky sa moézu vyskytnut neziaduce populacie fluoreskujucich buniek
s netypickou morfolégiou a saprofytické baktérie s krizovou reakciou podobnej velkosti a morfologie
ako Ralstonia solanacearum, hoci zriedkavejsie ako pri teste IF.

7.3.5. Do uvahy sa beru len fluoreskujuce bunky s typickou velkostou a morfologiou.

7.3.6. Vyhodnotenie vysledkov testu FISH:

a) Platné vysledky testu FISH sa dosiahnu, ak sa s pouzitim filtra FITC pozoruju jasnozelené fluores-
kujuce bunky s velkostou a morfologiou typickou pre Ralstonia solanacearum a s pouzitim rodami-
nového filtra ¢ervené fluoreskujuce bunky vo v§etkych pozitivnych kontrolach, ale v ziadnej nega-
tivnej kontrole. Ak sa zistia jasne fluoreskujiice bunky s charakteristickou morfolégiou, odhadne
sa priemerny pocet typickych buniek na mikroskopické policko a vypocita sa pocet typickych bu-
niek 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. Vyzaduje sa dalsie tes-
tovanie. Vzorky s menej ako 5 x 10° typickych buniek na 1 ml resuspendovaného peletu sa povazu-
ju za negativne.

b)Test FISH je negativny, ak sa pomocou rodaminového filtra nezistia jasnocervené fluoreskujuce
bunky s velkostou a morfologiou typickou pre Ralstonia solanacearum za predpokladu, Ze v pozitiv-
nych kontrolnych preparatoch sa s pouzitim rodaminového filtra pozoruju typické jasnocervené
fluoreskujtice bunky.

8. Testy ELISA
Princip
Test ELISA mozno pouzivat len ako nepovinny test popri teste IF, PCR alebo FISH z dovodu jeho relativne nizkej
citlivosti. Pri pouziti testu sendvicovej metody enzymovej imunoadsorbentovej analyzy (DASI ELISA) je obohaco-



vanie a pouzitie monoklonalnych protilatok povinné. Obohacovanie vzoriek pred pouzitim testu ELISA mé6ze byt
uzitoéné z dovodu zvysenia citlivosti testu, ale moze byt netspesné v dosledku konkurenéného pésobenia inych
organizmov vo vzorke.

Pouzije sa validovany zdroj protilatok pre Ralstonia solanacearum. Odporuca sa, aby sa pre kazdua nova davku
protilatok uréil titer. Titer sa definuje ako najvyssie riedenie, pri ktorom sa optimalne reakcie objavuju, ked sa tes-
tuje suspenzia obsahujtica 10° az 10° buniek homologického kmena R. solanacearumna 1 ml a ked sa pouziju pri-
merané sekundarne protilatkové konjugaty podla odporucéani vyrobcu. PoCas testovania sa protilatky pouziju
v pracovnom riedeni podobnom titru alebo v titri komerénej receptury.

Na suspenzii s 10° az 10° bunkami homologického kmena R. solanacearum na 1 ml sa urdi titer protilatok.
Zahrnie sa extrakt vzorky, ktora bola pri predchadzajicom teste na R. solanacearumnegativna, a suspenzia bak-
térie, pri ktorej nedochadza k vzajomnym reakciam v roztoku tlmenom fosfatom (STP), ako negativne kontroly.
Ako pozitivna kontrola sa pouzije alikvotny podiel vzorkového extraktu, ktory bol pri predchadzajucom teste nega-
tivny, zmiesa sa s 10° az 10* bunkami biovaru 2 R. solanacearum (napr. kmen NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP
3857, dodatok 2A a B) na 1 ml. Na porovnanie vysledkov na kazdej platni sa pouzije Standardna suspenzia z 10° az
10° buniek R. solanacearum na 1 ml roztoku tlmeného fosfatom (STP). Pozitivne kontroly musia byt dobre oddele-
né na mikrotitracnej platni od testovanej (testovanych) vzorky (vzoriek).

Normalizované kontrolné materialy na pozitivne a negativne kontroly, ktoré su dostupné pre tento test, sa uva-
dzajua v dodatku 3 bode A.

Kontrolny material sa otestuje rovnakym spdsobom ako pri vzorke alebo vzorkach.

Validované su dva ELISA protokoly.
a) Nepriamy test ELISA (Robinson Smith a kol., 1995)

1. Pouzije sa 100 - 200 ¢l alikvotného podielu vzorkového extraktu. (Zahriatim na 100 °C na 4 minuty vo vod-
nom kupeli alebo v zahrievacom bloku sa mézu v niektorych pripadoch znicit nespecifické vysledky.)

2. Prida sa alikvotny objem dvojnasobne silného krycieho tlmivého roztoku (dodatok 4) a premiesa sa.

3. Pouzije sa 100 ¢l alikvotného podielu pre kazdu z najmenej dvoch jamiek mikrotitraénej platne (napr.
Nunc-Polysorp alebo ekvivalent) a inkubuje sa jednu hodinu pri teplote 37 °C alebo cez noc pri teplote 4 °C.

4. Extrakty z jamiek sa celkom odstrania. Jamky sa vymyju trikrat fosfatovym tlmivym roztokom PBS-Tween
(dodatok 4), pricom posledny premyvaci roztok sa v jamkach ponecha aspon pat mintt.

5. Pripravi sa vhodné riedenie protilatok pre R. solanacearum v blokaénom (protilatkovom) tlmivom roztoku
(dodatok 4). Pre validované komercné protilatky sa pouzije odporucené riedenie (obycajne s dvojnasobne
vySSou koncentraciou, ako ma titer).

6. Prida sa 100 ul do kazdej jamky a inkubuje sa jednu hodinu pri teplote 37 °C.

7.Z jamiek sa celkom odstrani protilatkovy roztok a umyja sa ako pri predchadzajucom postupe (bod 4).

8. Pripravi sa vhodné riedenie sekundarneho konjugatu alkalickej fosfatazy v bloka¢nom tlmivom roztoku. Pri-
da sa 100 ul do kazdej jamky a inkubuje sa jednu hodinu pri teplote 37 °C.

9. Zjamiek sa celkom odstrani konjugatova protilatka a umyju sa ako pri predchadzajucom postupe (bod 4).

10. Do kazdej jamky sa prida 100 ul substratového alkalického roztoku fosfatazy (dodatok 4). Inkubuje sa na
tmavom mieste pri priaznivej teplote a absorbancia sa od¢ita pri vlnovej dizke 405 nm v pravidelnych inter-
valoch v rozsahu 90 minut.

b) Test DASI ELISA

1. Pripravi sa primerany roztok anti - R. solanacearum polyklonalnych imunoglobulinov v krycom tlmivom roz-
toku s pH 9,6 (dodatok 4). Prida sa 200 ul do kazdej jamky. Inkubuje sa pri teplote 37 °C pocas Styroch az pia-
tich hodin alebo pri teplote 4 °C pocas 16 hodin.

2.JamkKky sa umyju trikrat tlmivym roztokom PBS-Tween (dodatok 4). Prida sa 190 nl vzorkového extraktu do
najmenej dvoch jamiek. Pridaju sa tiez pozitivne a negativne kontroly do dvoch jamiek na kazdej platni. In-
kubuje sa 16 hodin pri teplote 4 °C.

3.Jamky sa umyju trikrat tlmivym roztokom PBS-Tween (dodatok 4).

4. Pripravi sa vhodné riedenie R. solanacearum - $pecifické monokolénne protilatky v PBS (dodatok 4), ktoré
tiez obsahuju 0,5 % albuminu hovadzieho séra (BSA), a prida sa 190 ul do kazdej jamky. Inkubuje sa pri tep-
lote 37 °C pocas dvoch hodin.

5. Jamky sa umyju trikrat tlmivym roztokom PBS-Tween (dodatok 4).

6. Pripravi sa vhodné riedenie protimysich imunoglobulinov konjugovanych s alkalickou fosfatazou v PBS. Pri-
da sa 190 ul do kazdej jamky. Inkubuje sa pri teplote 37 °C poc¢as dvoch hodin.

7.Jamky sa umyjua trikrat tlmivym roztokom PBS-Tween (dodatok 4).

8. Pripravi sa substratovy alkalicky roztok fosfatazy obsahujuci 1 mg p-nitrofenylfosfatu na 1 ml substratové-
ho tlmivého roztoku (dodatok 4). Prida sa 200 pl do kazdej jamky. Inkubuje sa na tmavom mieste pri priazni-
vej teplote a absorbancia sa od¢ita pri vinovej dizke 405 nm v pravidelnych intervaloch v rozsahu 90 minut.

Vyhodnotenie vysledikov testu ELISA:
Test ELISA je negativny, ak hodnota priemernej optickej denzity (O. D.) z jamiek s duplikatom vzorky je < 2x O. D.
kontrolnej jamky negativneho vzorkového extraktu pod podmienkou, Ze O. D. pre pozitivne kontroly je vyssia ako



1,0 (po 90 minutach inkubacie so substratom) a je va¢sia ako dvojnasobna O. D. ziskana pre negativne vzorkové
extrakty.

Test ELISA je pozitivny, ak priemerné hodnoty O. D. z jamiek s duplikatom vzorky st > 2x O. D. vjamke s negativ-
nym, vzorkovym extraktom pod podmienkou, ze hodnoty O. D. vo vSetkych jamkach s negativnou kontrolou su
< 2x O. D. hodnoty v jamkach s pozitivnou kontrolou.

Negativne hodnoty testu ELISA v jamkach pre pozitivnu kontrolu naznacuju, Ze test nebol urobeny spravne alebo
bol inhibovany. Pozitivne hodnoty testu ELISA v jamkach pre negativnu kontrolu naznacujua, Ze doslo k vzajomnej
kontaminacii alebo k nesSpecifickej protilatkovej vazbe.

. Biotest

Predbezné testovanie touto metédou umoznuje reprodukovatelné zistenie 10° az 10* koloniotvornych buniek
R. solanacearumna 1 ml pridanych do vzorkovych extraktov, ktoré boli v predchadzajucich testoch negativne (pri-
prava v dodatku 3).

Najvyssiu citlivost zistenia mozno ocakavat, ak sa pouzije ¢erstvo pripraveny vzorkovy extrakt a podmienky na op-
timalny rast. Metdda sa vS§ak moze uspesne pouzit pri extraktoch, ktoré boli uskladnené s glycerinom pri teplote
-68 az -86 °C.

Nasledujuci protokol vychadza z metody podla Jansea (1988):

9.1. Pouzije sa desat testovacich rastlin citlivého raj¢iakového kultivaru (napr. Moneymaker alebo kultivar s rov-
nakou citlivostou, aka bola uré¢ena v testujucom laboratériu) v rastovej faze tretieho pravého listu pre kazdua
vzorku. Podrobnosti o kultivacii st uvedené v dodatku 8. Alternativne sa pouziju baklazany (mapr. kultivar
Black Beauty alebo kultivary s rovnakou vnimavostou), pouziju sa len rastliny v rastovej faze druhého az
tretieho pravého listu. Symptomy sa prejavuju ako menej zavazné a ich vyvoj v baklazane je pomalsi. Podla
moznosti sa preto odporuca pouzit rajéiakové semenace.

9.2. Medzi testované rastliny sa rozdeli 100 ¢l vzorkového extraktu.

9.2.1. Naockovanie injek¢nou striekackou
Stonky rastlin sa naockuju presne nad klicnymi listami pomocou injek¢nej striekacky vybavenej hy-
podermickou ihlou (najmenej 23 G). Vzorkovy extrakt sa rozdeli medzi testované rastliny.

9.2.2. Naockovanie pozdizneho rezu
Rastlina sa uchopi medzi dva prsty a napipetuje sa kvapkou (asi 5 az 10 ¢l) rozptyleného peletu na
stonku medzi kliéne listy a prvy pravy list.
Skalpelom sa urobi do stonky prieény rez asi 1 cm dlhy, priblizne do hibky 2/3 hriibky stonky, poénuc
od kvapky rozptyleného peletu.
Rez sa uzavrie sterilnou vazelinou z injek¢nej striekacky.

9.3. Rovnakym postupom sa naockuje pat semenacov s vodnou suspenziou 10° az 10° buniek na 1 ml priprave-
nou zo 48-hodinovej kultary virulentného kmena biovaru 2 R. solanacearum ako pozitivnou kontrolou a s pe-
letovym tlmivym roztokom (dodatok 4) ako negativnou kontrolou. Oddelia sa rastliny s pozitivnou a negativ-
nou kontrolou od ostatnych rastlin, aby nedochadzalo ku vzajomnej kontaminacii.

9.4. Testovacie rastliny sa pestuju v karanténnych zariadeniach najdlhSie Styri tyZdne pri teplote 25 az 30°C a vy-
sokej relativnej vlhkosti s prislusnym zalievanim, aby nedochadzalo k podmokaniu alebo vadnutiu v dosled-
ku nedostatku vody. Na zabranenie kontaminacii sa inkubuju rastliny s pozitivnou a negativnou kontrolou
na jasne oddelenych ¢astiach v skleniku alebo v miestnosti na pestovanie, alebo v obmedzenom priestore sa
zabezpeci prisne oddelenie medzi jednotlivymi postupmi. Ak musia byt rastliny na rézne vzorky inkubované v
tesnej blizkosti, oddelia sa vhodnym sposobom, ktory zamedzi ich priamy kontakt. Pri prihnojovani, zalieva-
ni, kontrole a inych manipulaciach nesmie dojst k vzajomnej kontaminacii. Skleniky a miestnosti na pesto-
vanie sa musia chranit pred §kodlivym hmyzom, ktory moéze preniest baktériu zo vzorky na vzorku.
Pozoruju sa symptéomy vadnutia, epinastie, chlorézy a zakrpatenia.

9.5. Izoluju sa bakterialne kultury z infikovanych rastlin (kapitola I1.3.) a precistené sa identifikuju ako predpo-
kladana kultira R. solanacearum (kapitola VI. B).

9.6. Ak sa po troch tyzdnoch nepozoruju ziadne symptomy, uskutoc¢ni sa IF/PCR/izolacia na zmieSanej vzorke
z 1 cm casti stonky kazdej testovanej rastliny, ktoré sa odoberu nad miestom ockovania. Ak je test pozitivny,
vykona sa riedenie na platni s rastovym médiom (kapitola 4.1.).

9.7. Urc¢i sa kazda vyéistena kultara predpokladanej populacie R. solanacearum (kapitola VI. B).
Zhodnotenie vysledkov biotestu
Platné vysledky biotestu sa ziskaju, ak sa na rastlinach s pozitivnou kontrolou prejavuju typické symptomy,
baktéria sa moze opatovne izolovat z tychto rastlin a neprejavuju sa ziadne symptoémy pri negativnych kon-
trolach.
Biotest je negativny, ak testované rastliny nie su infikované R. solanacearum, a pod podmienkou, Ze Ralsto-



nia solanacearum sa zisti pri pozitivnych kontrolach.
Biotest je pozitivny, ak su testované rastliny infikované baktériou R. solanacearum.

B. IDENTIFIKACNE TESTY
Pomocou najmenej dvoch z nasledujucich testov zalozenych na rozliénych biologickych principoch sa identifikuju
¢isté kultury izolatov predpokladanej baktérie R. solanacearum.
V potrebnych pripadoch sa pre kazdy uskutoénovany test zahrni zname referenéné kmene (dodatok 3).

1. Nutriéné a enzymatické identifikacné testy
Urcia sa nasledujuce fenotypické vlastnosti, ktoré st vSeobecne pritomné alebo nepritomné v R. solanacearum, na
zaklade metod podla Lelliotta a Steada (1987), Klementa a kol. (1990), Schaada (2001).

Test Ocakavany vysledok
Produkcia fluoreskujuceho pigmentu -
Pritomnost poly-$3-hydroxybutyratu +
Oxidaéno-fermentacny test (O/F) O+/F-
Katalazova aktivita +
Kovacov oxidacny test +
Redukcia dusika +
Pouzitie citratu +
Rast pri 40 °C -
Rast v 1 % NaCl +

Rast v 2 % NacCl -

Arginin dihydrolazova aktivita -

Skvapalnovanie zelatiny -

Hydrolyza Skrobu B

Hydrolyza eskulinu B

Produkcia levanu -

2. Test IF

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.

Pripravi sa suspenzia priblizne z 10° buniek na 1 ml v tlmivom roztoku IF (dodatok 4).
Pripravi sa séria dvojnasobného riedenia prislusného antiséra.
Pouzie sa postup IF (kapitola VI.A.5.).

Pozitivny test IF sa dosiahne, ak je IF titer kultary ekvivalentny s titrom pozitivnej kontroly.

3. Test ELISA
Ak sa robia len dva identifika¢né testy, k tejto metéde sa nepouzije ziadny dodatoény sérologicky test.

3.1.
3.2.

3.3.

4.1.
4.2,

4.3.

Pripravi sa suspenzia z priblizne 10® buniek na 1 ml v 1x STP (PBS) (tlmivy fosfatovy pufor) (dodatok 4).

Uskutoéni sa prislusny postup ELISA so $pecifickou monoklonalnou protilatkou pre Ralstonia solanacea-
rum.

Pozitivny test ELISA sa dosiahne, ak hodnota testu ELISA ziskana pri kultare testovanej vzorky je aspon po-
loviéna v porovnani s hodnotou ziskanou pri pozitivnej kontrole.

. Testy PCR

Pripravi sa suspenzia priblizne z 10° buniek na 1 ml ultracistej sterilnej vody (UPW).

Zahreje sa 100 ¢l bunkovej suspenzie v uzavretych skumavkach Styri minuty v termobloku alebo vo vriacom
vodnom kupeli pri teplote 100 °C. Vzorky mozno nasledne ulozit pri teplote -16 az -24 °C.

Pouzije sa niektory z odporucenych postupov PCR na syntézu Specifickych produktov PCR Ralstonia solana-



4.4.

cearum [napr. Seal a kol. (1993); Pastrik a Maiss (2000); Pastrik a kol. (2002); Boudazin a kol. (1999); Opina
a kol. (1997), Weller a kol. (1999)].

Pozitivna identifikacia Ralstonia solanacearum sa dosiahne, ak maju produkty PCR rovnaku velkost a rovna-
ké stiepne profily po restrikénej analyze dlzkového polymorfizmu (dalej len ,RFLP*) ako pozitivna kontrola.

5. Test FISH

5.1.
5.2.

5.3.

Pripravi sa suspenzia priblizne z 10° buniek na 1 ml UPW.

Uskutoc¢nia sa postupy FISH (kapitola VI.A.7.) s najmenej dvoma R. solanacearum Specifickymi oligoprébami
(dodatok 7).

Pozitivny test FISH sa dosiahne, ak sa rovnaké reakcie dosiahnu pri kulture testovanej vzorky aj pri pozitiv-
nej kontrole.

6. Analyza mastnych kyselin (FAP)

6.1.
6.2.
6.3.

Kultura sa pestuje na tryptikdzovom séjovom agare (Oxoid) 48 hodin pri teplote 28 °C.
Uskutocnia sa prislusné postupy FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).

Pozitivny test FAP sa dosiahne, ak je profil predpokladanej kultury totozny s profilom pozitivnej kontroly. Pri-
tomnost charakteristickych mastnych kyselin je 14 : 0 30H, 16 : 0 20H, 16 : 1 20H a 18 : 1 20H a absencia
16 : 0 30OH je vyznamnym urcovatelom Ralstonia sp.

7. Metédy na charakterizaciu kmena

7.1.

Charakterizacia kmena pomocou jednej z nasledujucich metod sa odporuca pre kazdy novy pripad izolacie
Ralstonia solanacearum.
V potrebnych pripadoch sa zahrnu pre kazdy uskutoénovany test zname referenéné kmene (dodatok 3).

Urcenie biovaru

Ralstonia solanacearum sa rozdeluje do biovarov na zaklade schopnosti pouzit alebo oxidovat tri disacharidy
a tri alkoholy hexo6zy (Hayward, 1964 a Hayward a kol., 1990). Média rastu pre biovarovy test st opisané v do-
datku 2. Test sa moze uspesne uskutocénit naockovanim na média vstreknutim ¢istych kultur izolatov Ral-
stonia solanacearum a inkubovanim pri teplote 28 °C. Ak sa média rozdelia do sterilnych platni s bunkovou
kultarou s 96 jamkami (200 ul na jamku), mozno pozorovat zmenu farby z olivovozelenej na zltu v priebehu 72
hodin, ¢o znamena pozitivny vysledok testu.

Biovar
1 2 3 4 5
Pouzitie maltozy - + + - +
Pouzitie laktozy - + + - +
Pouzitie D (+) cellobiozy - + + - +
Pouzitie manitu - - + + +
Pouzitie sorbitu - - + + -
Pouzitie dulcitu - - + + -
Dodatoé¢né testy diferencuju 2 subfenotypy biovaru
Biovar 2A Biovar 2A Biovar 2T
(celosvetové rozsirenie) (zisteny v Cile (zisteny v tropickych
a Kolumbii) oblastiach)
Pouzitie trehalozy - + +
Pouzitie mezo-inozitolu + - *
Pouzitie ribozy D - - +
Pektolyticka aktivita ! nizka nizka vysoka

D Lelliot a Stead (1987).



7.2. Genomic fingerprinting

Molekularna diferenciacia kmenov v komplexe R. solanacearum sa dosiahne pomocou viacerych technik vra-
tane

7.2.1. analyzy polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov (RFLP) (Cook a kol., 1989),

7.2.2. opakovanej sekvencie PCR pomocou iniciatorov REP, BOX a ERIC (Louws a kol., 1995; Smith a kol.,
1995),

7.2.3. analyzy polymorfizmu dizky amplifikovanych fragmentov (AFLP) (Van der Wolf a kol., 1998).

7.3. Metody PCR

Specifické primery PCR (Pastrik a kol, 2002; dodatok 6) mozno pouzit na diferenciaciu kmenov patriacich do
bodu 1 (biovary 3, 4 a 5) a bodu 2 (biovary 1, 2A a 2T) R. solanacearum na zaklade povodného ¢lenenia podla
analyzy RFLP (Cook a kol., 1989) a 16S rDNA sekvenovania (Taghavi a kol., 1996).

C. KONFIRMACNY TEST
Test patogenity sa musi vykonat ako kone¢né potvrdenie diagnoézy R. solanacearum a na zhodnotenie virulencie
kultar identifikovanych ako Ralstonia solanacearum.

1.

Pripravi sa o¢kovacia latka z priblizne 10° buniek na 1 ml z 24- az 28-hodinovej kulttury izolatu uréeného na tes-
tovanie a prislusny kmen R. solanacearum s pozitivnou kontrolou (napr. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857;
dodatok 3).

2. Naockuje sa pat az desat vnimavych rajéinovych alebo baklazanovych semenacov v rastovej faze tretieho pravé-
ho listu (kapitola VI.A.9.).

3. Inkubuje sa najviac dva tyzdne pri teplote 25 az 28 °C a vysokej relativnej vlhkosti s vhodnym zalievanim, aby
nedochadzalo k podmokaniu alebo stresu zo sucha. Pri ¢istych kultirach by sa typické vadnutie malo prejavit
do 14 dni. Ak sa po tomto obdobi neprejavia priznaky tohto ochorenia, kultura sa nemoéze oznacit za patogénnu
formu Ralstonia solanacearum.

4. Pozoruju sa symptomy vadnutia, epinastie, chlorozy a zakrpatenia.

5. Zo symptomatickych rastlin sa izoluje ¢ast stopky asi 2 cm nad bodom o¢kovania. Rozptyluje sa v malom mnoz-
stve sterilnej destilovanej vody alebo 50 mM fosforeénanového tlmivého roztoku (dodatok 4). Izoluje sa zo sus-
penzie rozstreknutim alebo vstreknutim roztoku na vhodné Zivné médium preferenéne na selektivne médium
(dodatok 2), inkubuje sa 48 az 72 hodin pri teplote 28 °C a pozoruje sa vytvaranie kolonii typickych pre R. sola-
nacearum.

Dodatok 1

Laboratéria zicastnené na optimalizacii a validacii protokolov
Laboratérium® Miesto Krajina
Agentur fur Gesundheit und Erndhrungssicherheit Vieden a Linz Raktisko
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgicko
Plantedirektoratet Lyngby Dansko
Central Science Laboratory York Anglicko
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skotsko
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Unité de Bacté- | Angers Francuzsko
riologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Station de Qua- | Le Rheu Francuzsko
rantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Nemecko
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Nemecko
State Laboratory Dublin Irsko
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bologna Taliansko
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Taliansko
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Holandsko
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Holandsko




Direccao-Geral de Proteccao das Culturas Lisabon Portugalsko
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Spanielsko
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Spanielsko
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Svédsko

Y Kontaktni vedecki odbornici.
Dodatok 2
Média na izolaciu a kultivaciu R. solanacearum

a) VSeobecné média rastu

Zivny agar (NA)

Zivny agar (Difco) 23.0¢g

Destilovana voda 1,01

Rozpustia sa prisady a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C pocas 15 minftt.
Kvasnicovo-pepténovo-glukézovy agar (YPGA)

Kvasnicovy extrakt (Difco) 50g
Pepton bacto (Difco) 50g
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.
Sacharézovo-peptonovy agar (SPA)

Sacharoza 20,0 g
Pepton bacto (Difco) 50¢g
K,HPO, 0.5¢g
MgSO,.7H,0 0,25 g
Bacto-agar (Difco) 15,0 g
Destilovana voda 1,01
pH7.2-7.4

Rozpustia sa prisady a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C pocas 15 mintt.
Kelmanovo tetrazoliové médium

Kyseliny Casamino (Difco) 1.0g
Pepton bacto (Difco) 10,0 g
Dextroza 50¢g
Bacto-agar (Difco) 150 g
Destilovana voda 1,01

Rozpustia sa prisady a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C poc¢as 15 minut.
Ochladi sa na 50 °C a prida sa filtrom sterilizovany roztok 2,3,5-trifenyl tetrazolium chloridu (Sigma), aby sa do-
siahla koneéna koncentracia 50 mg/1.



b) Validované selektivne média rastu
Médium SMSA (Englebrecht, 1994, upravené podla Elphinstonea a kol., 1996)

Zakladné médium

Kyseliny Casamino (Difco) 1,0g
Peptén bacto (Difco) 10,0 g
Glycerin 5,0 ml
Bacto-agar (Difco) 15,0 g
Destilovana voda 1,01

Rozpustia sa prisady a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C pocas 15 mintt.
Ochladi sa na 50 °C a pridaju sa filtrom sterilizované vodné zasobné roztoky nasledujucich prisad, aby sa ziskali
Specifické koneéné koncentracie:

Krystalova fialova (Sigma) 5 mg/l

Polymixin-B-sulfat (Sigma P-1004) 600 000 U (priblizne 100 mg)/1
Bacitracin (Sigma B-0125) 1 250 U (priblizne 25 mg)/1
Chloramfenikol (Sigma C-3175) 5 mg/1

Penicilin-G (Sigma P-3032) 825 U (priblizne 0,5 mg)/1
2,3,5-trifenyl tetrazolium chlorid (Sigma) 50 mg/1

1. Pouzivanie inych reagencii, ako su tie, ktoré su §pecifikované vyssie, moze ovplyvnit rast R. solanacearum.

2. Oxoid Agar #1 mozno pouzit namiesto Bacto-agaru (Difco). V takom pripade sa rast R. solanacearum spomali,
aj ked rast konkurenénych saprofytov sa moze tiez spomalit. Typické kolonie R. solanacearum sa mozu formo-
vat o 1 az 2 dni dlhsie a ¢ervené sfarbenie moze byt svetlejsie a rozptylenejsie ako pri Bacto-agare.

3. Rastuica koncentracia bacitracinu az do vysky 2 500 U/1 méze zredukovat populacie konkurenénych baktérii
bez toho, aby sa ovplyvnil rast Ralstonia solanacearum.

Média sa uskladnia a roztoky antibiotik sa ulozia pri teplote 4 °C na tmavom mieste a pouziju sa v priebehu jedné-

ho mesiaca.

Podlozné sklicka sa pred pouzitim zbavia povrchovej kondenzacie.

Treba sa vyhnut priamemu vysuSovaniu podloznych sklicok.

Kontrola kvality sa uskutoéni po priprave kazdej novej davky média platnovym testom suspenzie referencnej kul-

tury R. solanacearum (dodatok 3) a pozorovanim vytvarania typickych kolénii po inkubovani pri teplote 28 °C dva

az pat dni.

c) Validované obohacovacie média
Roztok SMSA (Elphinstone a kol., 1996)
Pripravi sa ako pre selektivne agarové médium, ale vynecha sa Bacto-agar a 2,3,5-tetrazolium chlorid.
Modifikovany Wilbrinkov roztok (Caruso a kol., 2002)

Sacharoza 10 g
Prote6zovy pepton 5¢g
K,HPO, 0,5¢g
MgSO, 0,25 g
NaNO, 0,25 ¢
Destilovana voda 11

Sterilizuje sa v autoklave pri teplote 121 °C poc¢as 15 minut a ochladi sa na 50 °C.
Pridaju sa zasobné roztoky antibiotik ako pri roztoku SMSA.



Dodatok 3

A. Komeréne dostupny normalizovany kontrolny material
a) Balkteridlne izolaty

Nasledujuce bakterialne izolaty sa odporucaju na pouzitie ako standardny referenény material bud ako pozitivne
kontroly (tabulka 1), alebo pocas optimalizacie testov, aby nedoslo k vzajomnym reakciam (tabulka 2). VSetky
kmene st komercéne dostupné v
1. National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), Central Science Laboratory, York, Velka Britania,

2. Culture Collection of the Plant Protection Service (PD), Wageningen, Holandsko,

3. Collection Francaise de Bacteries Phytopathogenes (CFBP), INRA Station Phytobacteriologie, Angers, Francuz-

sko.
Tabulka 1 Referenény SMT panel izolatov Ralstonia solanacearum
Kod NCPPB SMT Dalsie kody Krajina Biovar
# povodu
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egypt 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Turecko 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Anglicko 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Cyprus 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Svédsko 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgicko 2
NCPPB 4156” 717 PD 2762, CFBP 3857 Holandsko 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Francuzsko 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80, NCPPB 4066 Portugalsko 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Spanielsko 2
NCPPB 4161 76 B3B Nemecko 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 USA 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Kostarika 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Kolumbia 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP312 Brazilia 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Peru 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAYO131a Australia 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

Y Pouzije sa ako Standardny referenény kmen biovaru 2 Ralstonia solanacearum (rasa 3).

Autenticita uvedenych kmenov moze byt zarucena len vtedy, ak st ziskané z autentickej kultivacnej zbierky.

Tabulka 2 Referen¢ny SMT panel sérologicky alebo geneticky pribuznych baktérii

na pouzitie pri optimalizacii detekénych testov

NCPPB kod SMT Dalsi kod Identifikacia
#
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa”
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. marginalis”
NCPPB 4164 - CFBP 2227 Burkholderia cepacia®




NCPPB 4165 - CFBP 2459 Ralstonia pickettii”
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii”
CSL Pr1150
NCPPB 4167 60 PCFBP 4618 Ralstonia sp.”
D 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis”
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli”
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia”
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae”
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii”
NCPPB 3726 59 CFBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium": - ®
NCPPB 4168 61 CFBP 4619 Enterobacter sp."
IPO S339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp."
NCPPB 4170 63 CFBP4621 Ochrobactrum anthropi" ?
IPO S306
NCPPB 4171 64 CFBP4622 Curtobacterium sp.": ?
IPO 1693
NCPPB 4172 65 IPO 1696a Pseudomonas sp."
NCPPB 4173 - PD 2318 Aureobacterium sp.?
NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp." ?

Y Potencialne spriahnuto reagujuci kmen pri sérologickom teste (IF a/alebo ELISA) s polyklonalnymi antisérami.
? Kmen, z ktorého sa moze amplifikovat v niektorych laboratériach produkt PCR rovnakej velkosti, aka sa ocakava
pri pouziti §pecifickych primerov OLI-1 a Y-2 (dodatok 6).

9 Zjavne sposobujuci spriahnutu reakciu pri vaésine testov, ale podla doterajsich zisteni sa vyskytuje len na bana-
noch v Indonézii.

b) Komercne dostupny normalizovany kontrolny material

Nasledujuci Standardny kontrolny material je dostupny zo zbierky kultar NCPPB.

Zmrazi sa vysuSeny pelet zemiakového extraktu z 200 zdravych zemiakovych hluz ako negativna kontrola pre
vSetky testy.

Zmrazi sa vysu$eny pelet zemiakového extraktu z 200 zdravych zemiakovych hltiz obsahujaci 10° az 10* a 10* az
10° buniek biovaru 2 R. solanacearum (kmen NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) ako pozitivna kontrola pre sé-
rologicky test a test PCR. KedZe Zivotnost bunky sa pocas zmrazovania a vysuSovania narasa, nie su to vhodné
Standardné kontroly pre izolacné alebo biologickeé testy.

Vo formaline fixované suspenzie biovaru 2 R. solanacearum (kmen NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) s kon-
centraciou 10° buniek na 1 ml ako pozitivnhe kontroly pre sérologické testy.

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

Vyrobi sa 48-hodinova kultura virulentného kmena R. solanacearumrasa 3/biovar 2 (napr. kmen NCPPB 4156 =
PD 2762 = CFBP 3857) na zakladnom médiu SMSA a suspenduje sa v 10 mM fosfatovom tlmivom roztoku, aby sa
dosiahla koncentracia buniek priblizne 2 x 10° na 1 ml. Toto sa obyc¢ajne dosiahne pripravou slabo zakalenej sus-
penzie, ktora je ekvivalentna s optickou denzitou 0,15 pri 600 nm.

Odstrania sa kuzelovité vyrezky pupkovych koncov z 200 hluz pochadzajucich z produkcie odrody s bielou Sup-
kou, ktora neobsahuje R. solanacearum.

Pupkové konce sa upravia ako obycajne a pelet sa resuspenduje v 10 ml.

Pripravi sa 10 sterilnych 1,5 ml mikroskimaviek s 900 ul resuspendovaného peletu.

100 pl suspenzie R. solanacearum sa umiestni do prvej mikroskumavky. Pretrepe sa.

Stanovia sa decimalne urovne kontaminacie pomocou dalsieho riedenia v dalsich piatich mikroskumavkach.
Sest kontaminovanych mikroskumaviek sa pouzije ako pozitivne kontroly. Styri nekontaminované mikrosku-
mavky sa pouziju ako negativne kontroly. Mikroskumavky sa prislusne oznadia.



Pripravi sa alikvotny podiel 100 ul v sterilnych mikroskuimavkach s objemom 1,5 ml a ziska sa tak 9 replik kazdej
kontrolnej vzorky. Uskladnia sa pri teplote -16 az -24 °C az do pouZitia.

Pritomnost a kvantifikacia R. solanacearum v kontrolnych vzorkach by sa mala najskor potvrdit pomocou tes-
tu IF.

Pre test PCR sa uskutoc¢ni extrakcia DNA zo vzoriek pozitivnej a negativnej kontroly pre kazdua sériu testovanych
vzoriek.

Pre testy IF a FISH sa uskutoc¢nia skuSky na vzorkach pozitivnej a negativnej kontroly pre kazdu sériu testova-
nych vzoriek.

Pre skusky IF, FISH a PCR sa R. solanacearum musi identifikovat prinajmensom v riedeniach 10° a 10* buniek po-
zitivnych kontrol /ml a nesmie byt v Ziadnej negativnej kontrole.

Dodatok 4
Tlmivé roztoky pre testovacie postupy
VSEOBECNE PRAVIDLO: Neotvorené sterilizované tlmivé roztoky sa mozu skladovat az jeden rok.

1. Tlmivé roztoky k extrakénym postupom

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

pretrepanim.
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 pocas 15 mintt.
Dodatoéné zlozky moézu byt uzitoéné nasledujicim sposobom:

Ucéel MnozZstvo (na L)
Vlocky Lubrol antivlockovaci pripravok 0,5¢g
DC silicone antifoam (protipenovy pripravok) protipenové ¢inidlo 1,0 ml
Tetrasodium pyrofosfat antioxidant 1,0g
Polyvinylpyrrolidon-40000 (PVP-40) viazanie inhibitorov PCR 50¢g

7 Na pouzitie pri homogeniza¢nej extrakénej metode.

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

Na,HPO,.12H,0 2,7¢
NaH,PO,.2H,0 04¢g
Destilovana voda 1,001

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

2. Tlmivé roztoky pre test IF

2.1. Tlmivy roztok IF [10 mM fosfatovy tlmivy roztok s NaCl (PBS), pH 7,2]
Tento tlmivy roztok sa pouziva na riedenie protilatok.

Na,HP,.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 mintt.

2.2. Tlmivy roztok IF-tween
Tento tlmivy roztok sa pouzZiva na umyvanie podloznych sklicok.



Prida sa 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 skli¢ok IF na podporu fluorescen-

cie.
Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0 0,15¢g
Glycerin 50,0 ml
Destilovana voda 100 ml

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

3. Tlmivé roztoky pre nepriamy test ELISA
3.1. Dvojnasobne silny kryci tlmivy roztok, pH 9.6

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

Rozpustia sa prisady, skontroluje sa pH a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C pocas 15 mintt.
Siri¢itan sodny (0,2 %) sa moze pridat ako antioxidant, ak je to potrebné na prevenciu vytvarania oxidova-
nych aromatickych zloziek.

3.2. 10x roztok chloridu sodného tlmeného fosfatom (PBS), pH 7.4

NacCl 80,0 g
KH,PO, 2,0g
Na,HPO,.12H,0 290¢g
KCl1 20g
Destilovana voda 1,01
3.3. PBS-tween
10X PBS 100 ml
10 % tween 20 5 ml
Destilovana voda 895 ml

3.4. Blokacny (protilatkovy) tlmivy roztok (musi byt ¢erstvo pripraveny)

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

10 % tween 20 0,5 ml

Susené mlieko 0,5¢g

Destilovana voda doplnime do 100 ml

3.5. Substratovy roztok alkalickej fosfatazy, pH 9,8

Dietanolamin 97 ml

Destilovana voda 800 ml

ZmieSa sa a koncentrovanou HCI sa ustali na pH 9,8.

Doplni sa destilovanou vodou na objem 1 litra.

Prida sa 0,2 g MgCl,.

V kazdych 15 ml roztoku sa rozpustia dve tablety s hmotnostou 5 mg substratovej fosfatazy (Sigma).



4. Tlmivé roztoky pre test DASI ELISA
4.1. Kryci tlmivy roztok, pH 9,6

Na,CO, 1,59 ¢
NaHCO, 2,93 ¢g
Destilovana voda 1 000 ml

Rozpustia sa prisady a skontroluje sa pH 9,6.

4.2. 10x roztok tlmeny fosfatom (STP), pH 7,2 - 7,4

NacCl 80,0 g
NaH,PO,.2H,0 40¢g
Na,HPO,.12H,0 27,08
Destilovana voda 1 000 ml
4.3. PBS-tween
10X PBS 50 ml
10 % tween 20 5 ml
Destilovana voda 950 ml

4.4. Substratovy tlmivy roztok, pH 9,8

Dietanolamin 100 ml

Destilovana voda 900 ml

PremieSa sa a koncentrovanou HCI sa ustali na pH 9,8.

Dodatok 5

Urcovanie stupina kontaminacie pri testoch IF a FISH

1. Vypocéita sa priemerny pocet typickych fluoreskujucich buniek na zorné pole (c)

2. Vypo¢ita sa pocet typickych fluoreskujucich buniek v jamke mikroskopického sklicka (C)
C =c x S/s kde S = povrchova plocha pola viacjamkového podlozného sklicka
s = povrchova plocha pola objektivu:
s =di’/4G’K®> kdei = koeficient pola (v rozsahu 8 - 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 kde y = mnozstvo resuspendovaného peletu na kazdom poli a
F = dilu¢ny faktor resuspendovaného peletu.

Dodatok 6
Validované PCR protokoly a reagencie

Predbezné testovanie by malo umoznit reprodukovatelné stanovenie minimalne 10° az 10* buniek Ralstonia solana-
cearum na 1 ml vzorkového extraktu.

Predbezné testovanie by rovnako nemalo ukazat Ziadne nespravne pozitivne vysledky pre subor vybranych bakterial-
nych kmenov.

1. Protokol PCR podla Seala a kol. (1993)

1.1. Primery
Forward primer OLI-1 5- GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC - &
Reverse primer Y-2 5’- CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3’

Predpokladana velkost produktu PCR z cielovej DNA R. solanacearum = 288 bp.



1.2. Reakéna zmes PCR

Cinidlo MnozZstvo na reakciu Konec¢na koncentracia
Sterilné UPW 17,65 ul
10xPCR tlm. Roztok ” (15 mM MgCl,) 2,5ul 1x (1,5 mM MgCl,)
d-NTP zmes (20 mM) 0,25 ul 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 pM) 1,25 pl 1,0 uM
Primer OLI-2 (20 uM) 1,25l 1,0 uM
Taq polymeraza (5U/ul)’) 0,1 ul 0,5U
Objem vzorky 2,0 ul
Celkovy objem 25,0 ul

Y Metoda bola validovana pomocou Taq polymerazy od Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.

1.3. Reakéné podmienky PCR
Spusti sa nasledujtici program:

1 cyklus: a) 2 minuty pri teplote 96 °C (denaturacia cielovej DNA)

35 cyklov: b) 20 sekund pri teplote 94 °C (denaturacia cielovej DNA)

c) 20 sekund pri teplote 64 °C (pripajanie primerov)
d) 30 sekund pri teplote 72 °C (predlZzovanie kopie)
1 cyklus: €) 10 mintut pri teplote 72 °C (kone¢né predizenie)

f) drzi sa pri teplote 4 °C

Tento program je optimalizovany na pouzitie s termocyklérom Perkin Elmer 9600. Zmena v trvani krokov

cyklov b) az d) sa méze vyzadovat pri pouziti inych modelov.

1.4. Analyza RFLP

Produkty PCR amplifikované z DNA Ralstonia solanacearum tvoria po inkubacii pri teplote 37 °C s enzymom
Ava Il fragmenty charakteristickej dlzky.

2. Protokol PCR podla Pastrika a Maissa (2000)

2.1. Oligonukleotidové primery

Forward primer Ps-1

5 - AGT CGA ACG GCA GCG GGG G - &

Reverse primer Ps-2

5 - GGG GAT TTC ACA TCG GTC TTG CA - &

Predpokladana velkost produktu PCR z cielovej DNA Ralstonia solanacearum = 553 bp.

2.2. Reakéna zmes PCR

Cinidlo MnozZstvo na reakciu Konec¢na koncentracia
Sterilné UPW 16,025 ul
10xPCR tlm.roztok” (15 mM MgCL,) 2,5ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakcia V) (10 %) 0,25 pul 0,1 %
d-NTP zmes (20 mM) 0,125 ul 0,1 mM
Primer PS-1 (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Primer PS-2 (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Taq polymeraza (5U/ul)" 0,1l 0,5U
Objem vzorky 5,0 ul
Celkovy objem 25,0 ul

Y Metody boli validované pomocou Taq polymerazy od Perkin Elmer (AmpliTaq) a Gibco BRL.
Povodne optimalizované pre termocyklér MJ Research PTC 200 s Gibco Taq polymerazou.
Perkin Elmer AmpliTaq a tlmivy roztok sa mo6zu rovnako pouzivat pri rovnakych koncentraciach.

2.3. Reakéné podmienky PCR
Spusti sa nasledujtici program:

1 cyklus: a) 5 minut pri teplote 95 °C (denaturacia cielovej DNA)




2.4.

35 cyklov: b) 30 sekund pri teplote 95 °C (denaturacia cielovej DNA)

c) 30 sekund pri teplote 68 °C (pripajanie primerov)
d) 45 sekund pri teplote 72 °C (predlzovanie kopie)

1 cyklus:

e) 5 minut pri teplote 72 °C (konec¢né prediZenie)
f) drzi sa pri teplote 4 °C
Tento program je optimalizovany na pouzitie s termocyklérom MJ Research PTC 200. Zmena v trvani krokov

cyklov b) az d) sa méze vyzadovat pri pouziti inych modelov.

Analyza RFLP

Produkty PCR amplifikované z DNA R. solanacearum tvoria po inkubacii pri teplote 65 °C po¢as 30 minut

s enzymom Taq I charakteristické fragmenty, ktoré majua velkost 457 bp a 96 bp.

3. Protokol PCR s internou kontrolou PCR (Pastrik a kol., 2002)

3.1

3.2

3.3.

. Oligonukleotidové primery

Forward primer RS-1-F

5 - ACT AAC GAA GCA GAG ATG CATTA - 3

Reverse primer RS-1-R

5 - CCC AGT CACGGCAGAGACT -3

Forward primer NS-5-F

5 - AAC TTA AAG GAATTG ACG GAAG - &

Reverse primer NS-6-R

5 - GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC - 3’

Predpokladana velkost produktu PCR z DNA R. solanacearum = 718 bp (RS-primery).
Predpokladana velkost produktu PCR z 18S rRNA internej kontroly PCR = 310 bp (NS-primery).

. Reak¢na zmes PCR

Cinidlo Mnozstvo na reakciu Konec¢na koncentracia
Sterilné UPW 12,625 ul
10xPCR tlm. roztok" (15 mM MgCl,) 2,5ul 1x (1,5 mM MgClL,)
BSA (frakcia V) (10 %) 0,25 ul 0,1 %
d-NTP zmes (20 mM) 0,125 nul 0,1 mM
Primer PS-1-F (10 uM) 2,0 ul 0,8 uM
Primer PS-1-R (10 uM) 2,0 ul 0,8 uM
Primer NS-5-F (10 uM)? 0,15 ul 0,06
Primer NS-6-R (10 uM)>? 0,15l 0,06
Taq polymeraza (5U/ pl)" 0,2 ul 1,0U
Objem vzorky 5,0 ul
Celkovy objem 25,0 pul

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

? Koncentracie primerov NS-5-F a NS-6-R boli optimalizované pre extrakciu pupkovych koncov zemiakovych
hluz pomocou metody homogenizacie a ¢istenia DNA podla Pastrika (2000) (kapitola VI.A.6.1.a). Reoptimali-
zacia koncentracii reagencii sa bude vyzadovat, ak sa pouzije extrakcia pretrepanim alebo iné metody izola-
cie DNA.

Reakcné podmienky PCR
Spusti sa nasledujtici program:
1 cyklus: a) 5 minut pri teplote 95 °C (denaturacia cielovej DNA)
35 cyklov: b) 30 sekund pri teplote 95 °C (denaturacia cielovej DNA)
c) 30 sekund pri teplote 58 °C (pripajanie primerov)
d) 45 sekund pri teplote 72 °C (predlzovanie kopie)
e) 5 minut pri teplote 72 °C (konec¢né prediienie)
f) drzi sa pri teplote 4 °C
Tento program je optimalizovany na pouzitie s termocyklérom MJ Research PTC 200. Zmena v trvani krokov
cyklov b) az d) sa méze vyzadovat pri pouziti inych modelov.

1 cyklus:



3.4. Analyza. RFLP
Produkty PCR amplifikované z DNA Ralstonia solanacearum sa Stiepia enzymom Bsm I alebo jeho izoschizo-
mérom (napr. Mva 1269 I) po inkubacii pri teplote 65 °C poc¢as 30 minut na charakteristické fragmenty.

4. R. solanacearum biovar - §pecificky protokol PCR (Pastrik a kol., 2001)

4.1. Oligonukleotidové primery

Forward primer Rs-1-F

5 - ACT AAC GAA GCA GAG ATG CATTA - 3

Reverse primer Rs-1-R

5 - CCCAGT CACGGCAGAGACT -3

Reverse primer Rs-3-R

5 - TTC ACG GCA AGA TCG CTC - &

Predpokladana velkost produktu PCR z cielovej DNA Ralstonia solanacearum:

s Rs-1-F/Rs-1-R = 718 bp

s Rs-1-F/Rs-3-R = 716 bp
4.2. Reakéna zmes PCR

a) Biovar 1/2 - §pecificka PCR

Cinidlo MnozZstvo na reakciu Konec¢na koncentracia
Sterilné UPW 12,925 ul
10x PCR tlmivy roztok"” 2,5ul 1x (1,5 mM MgCl)
BSA (frakcia V) (10 %) 0,25 ul 0,1 %
d-NTP zmes (20 mM) 0,125 ul 0,1 mM
Primer RS-1-F (10 uM) 2,0 ul 0,8 uM
Primer RS-1-R (10 pM) 2,0 ul 0,8 uM
Taq polymeraza (5U/ul)” 0,2 ul 1,0U
Objem vzorky 5,0 ul
Celkovy objem 25,0 ul

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

b) Biovar 3/4/5 - Specificka PCR

Cinidlo MnozZstvo na reakciu Konec¢na koncentracia
Sterilné UPW 14,925 ul
10x PCR tlmivy roztok” 2,5 ul 1x (1,5 mM MgCL)
BSA (frakcia V) (10 %) 0,25 pul 0,1 %
d-NTP zmes (20 mM) 0,125 nul 0,1 mM
Primer RS-1-F (10 uM) 1,0 ul 0,4 uM
Primer RS-3-R (10 uM) 1.0 pl 0,4 uM
Taq polymeraza (5U/pl)" 0,2 ul 1,0U
Objem vzorky 5,0 pl
Celkovy objem 25,0 pl

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

4.3. Reakcéné podmienky PCR

Spusti sa nasledujtici program pre biovar 1/2- a biovar 3/4/5 - Specifické reakcie:
1 cyklus: a) 5 minut pri teplote 95 °C (denaturacia cielovej DNA)
35 cyklov: b) 30 sekund pri teplote 95 °C (denaturacia cielovej DNA)
c) 30 sekund pri teplote 58 °C (pripajanie primerov)
d) 45 sekund pri teplote 72 °C (predlzovanie kopie)
1 cyklus: €) 5 minut pri teplote 72 °C (koneéné predizenie)

f) drzi sa pri teplote 4 °C




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

4.4. Analyza RFLP
Produkty PCR amplifikované z DNA Ralstonia solanacearum pomocou primerov RS-1-F a RS-1-R tvoria cha-
rakteristické fragmenty s enzymom Bsm I alebo s izoschizomérom (napr. Mva 1269 I) po inkubacii pri teplote
65 °C pocas 30 minut. Produkty PCR amplifikované z DNA R. solanacearum pomocou primerov RS-1-F
a RS-3-R nemaju restrikéné miesto.

. Priprava nanaSacieho tlmivého roztoku

5.1. Bromfenolova modra (10 % zasobny roztok)

Bromfenolova modra 5¢

Destilovana voda (bidest) 50 ml
5.2. Nanasaci tlmivy roztok

Glycerin (86 %) 3,5 ml

Bromfenolova modra (10 %) 300 ul

Destilovana voda (bidest) 6,2 ml

. 10x koncentrovany Tris acetait EDTA (TAE) tlmivy roztok, pH 8,0

Tris 48,4 g
Ladova kyselina octova 11,42 ml
EDTA (disodna sol) 3.72¢
Destilovana voda 1,001

Zriedi sa na 1x pred pouzitim.
Komeréne je dostupny aj od dodavatelskych firiem.

Dodatok 7
Validované reagenty pre FISH test

. Oligopréby
Ralstonia solanacearum - $pecificka proba 5- GGC AGG TAG CAA GCT ACC ccCC -3
OLI-1-CY3
Nespecificka eubakterialna proba 5’- GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3
EUB-338-FITC

. Fixativny roztok

[UPOZORNENIE! FIXATIVUM OBSAHUJE PARAFORMALDEHYD, KTORY MA TOXICKE UCINKY. JE POTREBNE

NASADIT SI RUKAVICE A NEVDYCHOVAT. ODPORUCAME PRACOVAT V DIGESTORE.]

a) Zahreje sa 9 ml vody molekularneho gradientu [napr. ultra ¢ista voda (UPW)] na teplotu asi 60 °C a prida sa
0.4 g paraformaldehydu. Paraformaldehyd sa rozpusta po pridani piatich kvapiek 1N NaOH a mieSanim s mag-
netickym mieSadlom.

b) Upravi sa pHna 7,0 pridanim 1 ml 0, 1M fosfatového timivého roztoku (PB; pH 7,0) a pat kvapiek 1N HCI. Skon-
troluje sa pH pomocou indikatorovych pasikov a podla potreby sa upravi pomocou HCl alebo NaOH. [UPOZOR-
NENIE! NESMIE SA POUZIVAT pH METER V ROZTOKOCH S PARAFORMALDEHYDOM.]

¢) Roztok sa prefiltruje cez 0,22 ym membranovy filter, zamedzi sa pristupu prachu a ulozi sa pri teplote 4 °C na
dalsie pouzitie.

. 3x Hybmix
NacCl 2,7M
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

S6dium dodecyl sulfat (SDS) 0,01 %
Formamid 30 %
Probe EUB 338 5ng/ul
Proba CMSCY301 5ng/ul

Pripravia sa mnozstva hybridizacného roztoku na zaklade vypoctov v tabulke. Pre kazdé podlozné sklicko (obsa-
hujtice dve rozne vzorky dvojmo) treba 90 ¢l hybridizacného roztoku. DOLEZITE: FORMAMID JE VELMI TOXICKY,
PRETO JE POTREBNE NASADIT SI RUKAVICE A VYKONAT VSETKY POTREBNE PREVENTIVNE OPATRENIA!

Tabulka: Navrhované mnozstva na pripravu hybridizaénej zmesi

Pocet podloznych sklicok 1 4 6 8 10
Sterilné UPW 23,1 92,4 138.,6 184.,8 231,0
3x Hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1 % SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamid 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
Proba EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Probe OLI-1 alebo OLI-2 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Celkovy objem (ul) 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Vsetky roztoky, ktoré obsahuju lahké citlivé oligoproby, sa ulozia na tmavom mieste pri teplote -20 °C.

Pocas pouzivania sa chrania pred priamym slnecnym 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 poc¢as 15 minut.

Pestovanie baklaZzianu a rajciaka

Semienka rajciaka (Lycopersicon esculentum) alebo baklazanu (Solanum melongena) sa zaseju do pasterizovaného
sadbového kompostu. Semenace s plne vyvinutymi klicnymi listami (10 az 14 dni star€) sa presadia do kvetinacov

s pasterizovanym kompostom.

Baklazany by sa mali pestovat v sklenikoch pri zachovani nasledujucich klimatickych podmienok pred naockova-

nim:

Dodatok 8

Dizka dna: 14 hodin alebo prirodzena dizka dna, ak je vacsia,

Teplota: den 21 az 24 °C,
noc 14 az 18 °C.

Vnimavé odrody rajc¢iaka,Moneymaker*

Vnimavé odrody baklazanu,Black Beauty*

Dodavatelia.




CAST G
UCHOVAVANIE A SKLADOVANIE VZORIEK

. Pri kazdom podozrivom vyskyte ziskanom z vysledkov skriningového testu, vykonaného podla postupu uvedeného
v castiach A az F, pred ukon¢enim uvedenej metdédy na potvrdenie alebo vyvratenie vyskytu sa do dokoncenia tejto
metody uchovaju alebo primerane zakonzervuju

- véetky hluzy zemiakov, a ak je to mozné, vsetky testované rastliny,

- vSetky zostavajuce extrakty a dodatoény pripraveny material pre skriningové testy, napriklad imunofluores-

cencné podlozné sklicka, a

- cela prislusna dokumentacia.

Zadrzanie zemiakovych hltz umozni v potrebnych pripadoch uskutocnit rozne testy.
. Pri pozitivnom potvrdeni Ralstonia solanacearum sa pocas minimalne jedného mesiaca po oznameni postupu
podla § 5 ods. 2 a 3 zadrzia alebo primeranym spésobom zachovaju

- materialy uvedené v odseku 1,

- vzorka infikovanych rastlin rajciaka alebo baklazanu naoc¢kovanych extraktom z hltz alebo rastlin a

- izolovana kulttira Ralstonia solanacearum.



