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NARIADENIE VLADY
Slovenskej republiky
z 21. januara 2004,

ktorym sa ustanovuji opatrenia na ochranu proti zavleceniu hnedej
hniloby zemiaka

Vlada Slovenskej republiky podla § 2 ods. 1 pism. k) zakona ¢. 19/2002 Z. z., ktorym sa
ustanovuju podmienky vydavania aproximacénych nariadeni vlady Slovenskej republiky v zneni
zakona ¢.207/2002 Z.z.ana vykonanie § 30b zakona Narodnej rady Slovenskej republiky
€. 285/1995 Z. z. o rastlinolekarskej starostlivosti v zneni zakona ¢.471/2001 Z. z. (dalej len
~zakon®) nariaduje:

§1

Toto nariadenie ustanovuje opatrenia na ochranu proti zavleceniu hnedej hniloby zemiaka
[Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., synonymum Pseudomonas solanacearum
(Smith) Smith] (dalej len ,hneda hniloba*).

§2
(1) V pripade vyskytu hnedej hniloby toto nariadenie ustanovuje opatrenia smerujuce k
a) urceniu miesta vyskytu a rozsahu rozsirenia,
b) zamedzeniu vyskytu a dalSiemu rozsirovaniu,

c) jej obmedzeniu s cielom znicenia.

(2) Kazdy, kto zisti vyskyt alebo ma podozrenie na vyskyt hnedej hniloby, je povinny ohlasit tuto
skutoénost Ustrednému kontrolnému a skasSobnému ustavu polnohospodarskemu (dalej len
~kontrolny ustav*), ktory zabezpeci odber vzoriek a ich diagnostikovanie.

§3

(1) Prieskum a vyhodnotenie nebezpecenstva vyskytu hnedej hniloby na hluzach dovazanych
sadivovych zemiakov a ostatnych zemiakov dovazanych na uzemie Slovenskej republiky a na
hluzach a rastlinach zemiakov pestovanych a uvadzanych do obehu na uzemi Slovenskej
republiky vykonava kontrolny ustav podla osobitného predpisu.!) V miestach produkcie vykonava
kontrolny ustav vyhodnotenie nebezpecenstva, a ak sa pri tom zisti nebezpecenstvo rozsirovania
hnedej hniloby, aj prieskumy zamerané na zistenie vyskytu hnedej hniloby a prieskumy burinného
spolocenstva z celade Tulkovité, v povrchovych vodach pouzivanych na zavlazZovanie hostitelskych
rastlin, v odpadovych vodach vypustanych z prevadzkovych priestorov priemyselného spracovania
alebo balenia, v ktorych sa rastlinny material spractva, a vo vodach pouzivanych na zavlazovanie
alebo pri postreku rastlinného materialu. Rozsah tychto cielenych prieskumov urc¢i kontrolny
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ustav na zaklade zistenej miery nebezpecenstva. Prieskumy vyskytu hnedej hniloby moéze
kontrolny ustav vykonat aj v zahradnickom substrate, zemine a v pevnom odpade z prevadzkovych
priestorov priemyselného spracovania alebo balenia.

(2) Prieskum uvedeny v odseku 1 sa vykonava v
a) rastlinnom materiali podla prilohy ¢. 1 ¢asti B bodu 1,

b) hostitelskych rastlinach inych ako v rastlinnom materiali uvedenom v pismene a) a vo vode
vratane tekutych odpadov, z ktorych sa odoberaju vzorky, ktoré sa podrobuju laboratéornym
testom.

(3) Vzorky testuju laboratoéria kontrolného tstavu alebo iné laboratoéria poverené kontrolnym
ustavom.

(4) Vysledky prieskumu uvedené v odseku 1 oznamuje kontrolny ustav jedenkrat rocne
Ministerstvu pddohospodarstva Slovenskej republiky (dalej len ,ministerstvo”). Ministerstvo
kazdorocne zasiela vysledky prieskumu Komisii Eurépskych spolocenstiev (dalej len ,komisia®)
a Clenskym sStatom. Tieto oznamenia sa odovzdavaju do 1. juna kalendarneho roka okrem
oznameni tykajucich sa zemiakov pouzivanych vyrobcom ako ponechané sadivové zemiaky, pre
ktoré sa oznamenia odovzdavaju do 1. septembra kalendarneho roka.

(5) Kontrolny ustav vyda metodicky postup na vykonavanie prieskumu a testovanie hnedej
hniloby.

§4

(1) Kontrolny ustav v pripade podozrenia alebo potvrdeného vyskytu hnedej hniloby na
rastlinach a hluzach zemiakov alebo na hluzach skladovanych a uvadzanych do obehu na tzemi
Slovenskej republiky okamzite informuje ministerstvo. Pri podozreni na vyskyt hnedej hniloby
zabezpeci laboratorne testovanie rastlinného materialu podla postupov ustanovenych v prilohe ¢. 2,
aby sa podozrenie na vyskyt hnedej hniloby potvrdilo alebo vyvratilo.

(2) Kontrolny ustav do potvrdenia alebo vyvratenia podozrenia na vyskyt hnedej hniloby podla
odseku 1 a v pripade podozrenia na vyskyt hnedej hniloby, ked sa spozorovali diagnostické
priznaky alebo sa testmi rychleho skriningu uvedenymi v prilohe ¢. 2 casti Abode 1 a casti B
dospelo k pozitivnym vysledkom alebo sa skriningovymi testmi popisanymi v prilohe ¢. 2 casti
A bode 2 a casti C doslo k pozitivnym vysledkom,

a) zakaze premiestnovanie rastlin a hluz zo vsetkych porastov, davok alebo zasielok, z ktorych sa
odoberali vzorky, okrem rastlin a hltz, ktoré sii pod kontrolou kontrolného ustavu, aby
nevzniklo Ziadne nebezpecenstvo rozsirovania hnedej hniloby,

b) zisti poévod podozrivého vyskytu,

c¢) na zaklade vyhodnotenia nebezpecenstva urc¢i dalSie predbezné opatrenia, aby sa zabranilo
premiestnovaniu davok sadivovych zemiakov z miesta produkcie podla pismena a) s cielom
zabranit rozsirovaniu hnedej hniloby.

(3) Kontrolny tustav v pripadoch podozrenia na vyskyt, ak hrozi kontaminacia rastlinného
materialu alebo povrchovej vody z iného c¢lenského Statu alebo v inom c¢lenskom State, oznami
podla osobitného predpisu? bezodkladne v zavislosti od identifikovaného nebezpecenstva
podrobnosti o podozreni prislusnému clenskému Statu.

§5

(1) Ak sa pri laboratérnom testovani podla postupov ustanovenych v prilohe €. 2 pri rastlinnom
materiali a v ostatnych pripadoch s pouzitim inych schvalenych postupov s ohladom na uznavané
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vedecké zasady, biologiu hnedej hniloby a prislusné produkcéné, spracovatelské a distribucné
systémy potvrdi pritomnost hnedej hniloby vo vzorke, kontrolny tustav

a) na rastlinnom materiali

1. vykona testovanie s cielom zistif rozsah a prvotny zdroj alebo zdroje kontaminacie v sulade
s prilohou ¢.3 a sucasne s dalSimi testmi v sulade s§5 ods.1 aj vSetkych porastov
sadivovych zemiakov klonovo pribuznych,

2. oznacCi za kontaminované rastlinny material, davku alebo zasielku, z ktorej bola vzorka
odobrata; oznaci aj strojové zariadenie, dopravny prostriedok, plavidlo, sklad alebo jeho cast,
ktoré boli v styku s napadnutym rastlinnym materialom, miesto produkcie rastlinného
materialu, z ktorého bol rastlinny material pozberany a z ktorého bola odobrata vzorka; ak
ide o vzorky odobraté pocas vegetacného obdobia, za kontaminované sa musia oznacit aj
miesta produkcie, z ktorych bola vzorka odobrata,

3. urci v sulade s ustanoveniami prilohy ¢. 4 bodu 1 rozsah pravdepodobnej kontaminacie
v dosledku styku s uvedenym rastlinnym materialom v priebehu zberovej ¢i pozberovej
manipulacie v dosledku spolo¢ného pestovania, zavlazovania alebo postrekovania alebo
v dosledku klonovej pribuznosti,

4. vyznaci v sulade s ustanoveniami prilohy ¢.4 bodu 2 pism. a) a na zaklade oznacenia
kontaminacie podla bodov 2 a 3 a mozného rozsirenia hnedej hniloby bezpec¢nostné pasmo,

b) v plodinach alebo hostitelskych rastlinach okrem rastlinného materialu uvedeného v pismene
a), ak je produkcia rastlinného materialu identifikovana ako nebezpecna,

1. zacne testovanie v sulade s pismenom a) bodom 1,

2. oznaCi ako kontaminované hostiteIské rastliny hnedej hniloby, z ktorych bola vzorka
odobrata,

3. ur¢i vsulade s pismenom a) bodmi 3 a4 pravdepodobnu kontaminaciu a vyznaci
bezpecnostné pasmo vztahujuce sa na produkciu rastlinného materialu,

c) v povrchovych vodach vratane kvapalného odpadu z podnikov priemyselného spracovania alebo
balenia, v ktorych sa uvedeny rastlinny material spracuva, a v burinnom spolocenstve
hostitelskych rastlin z celade Iulkovité, kde sa produkcia uvedeného rastlinného materialu
identifikuje ako nebezpeéna v doésledku zavlazovania, postrekovania alebo zaplavenia
povrchovou vodou,

1. zaéne testovanie vratane primerane nacasovaného tiradného prieskumu vzoriek povrchovych
vod a v pripade pritomnosti burinného spolocenstva aj hostitelskych rastlin z celade
Iulkovité s cielom stanovit rozsah ich kontaminacie,

2. oznac¢i v primeranom rozsahu a na zaklade vysledkov testovania podla bodu 1 povrchova
vodu, z ktorej boli odobraté vzorky, za kontaminovanu,

3. urci pravdepodobny rozsah kontaminacie a na zaklade oznacenia kontaminacie podla bodu 2
a mozného Sirenia hnedej hniloby vyznaci bezpecnostné pasmo podla prilohy ¢. 4 bodu 1
a bodu 2 pism. a) bodu 2.

(2) Kontrolny tustav v sulade s ustanoveniami prilohy ¢.4 bodu 3 bezodkladne oznami
ministerstvu akiikolvek kontaminaciu oznacenu podla odseku 1 pism. a) bodu 2 a pism. c¢) bodu 2,
ako aj podrobnosti o vyznaceni bezpec¢nostného pasma vykonanom podla odseku 1 pism. a) bodu
4 a podla potreby pismena c) bodu 3. Kontrolny ustav sucasne odovzda ministerstvu dodatocné
oznamenie podla prilohy ¢. 4 bodu 4.

(3) Ministerstvo bezodkladne informuje komisiu a Clenské Staty o oznameni ziskanom od
kontrolného ustavu podla odseku 2.
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(4) Na zaklade oznamenia od iného c¢lenského Statu, ze hrozi kontaminacia rastlinného
materialu alebo povrchovej vody na tizemi Slovenskej republiky z tohto ¢lenského statu, kontrolny
ustav vykona prieskum podla § 3 a podla potreby aj opatrenia podla odseku 1.

§6
(1) Ak sa postupom uvedenym v § 5 potvrdi vyskyt hnedej hniloby, kontrolny ustav

a) zakaze®) pestovanie rastlinného materialu, ktory bol podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 2 oznaceny
za kontaminovany,

b) zakaze pestovanie rastlinného materialu, ktory bol podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 4 a pism. c)
bodu 3 oznaceny za pravdepodobne kontaminovany vratane rastlinného materialu, pre ktory uz
bolo identifikované nebezpecenstvo, a ktory bol vyprodukovany na miestach produkcie
oznacenych za pravdepodobne kontaminované podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 3,

¢) nariadi,’) aby nedoSlo k Ziadnemu identifikovatelnému nebezpecenstvu rozsirovania hnedej
hniloby,

1. spalenie,
2. pouzitie ako krmivo pre zvierata po tepelnom spracovani, ktoré vylucuje nebezpecenstvo
prezitia hnedej hniloby,

3. hlboké zahrabanie materialu do skladok, pri ktorych neexistuje Ziadne nebezpecenstvo
priesaku na polnohospodarsky vyuzivané plochy alebo do povrchovej vody, ktoré sa
vyuzivaju na zavlazovanie polnohospodarskej pody,

4. priemyselné spracovanie priamym a okamzitym dodanim do spracovatelského podniku
vybaveného schvalenymi zariadeniami na zneskodfiovanie odpadov, ktoré splnaji podmienky
uvedené v prilohe ¢. 5 bode 5, alebo

5. iné opatrenie, ak preukazatelne neexistuje ziadne nebezpecCenstvo rozsirovania hnedej
hniloby,

d

—

nariadi, aby sa material pod dohladom kontrolného ustavu podla prilohy ¢. 5 bodu 1 vyuzil
a zneskodnil, aby nevzniklo identifikovatelné nebezpecenstvo Sirenia hnedej hniloby,

e) nariadi zniCenie alebo dezinfekciu metédami ustanovenymi v prilohe ¢. 5 bode 2 strojového
zariadenia, dopravnych prostriedkov, plavidiel, skladov aich c¢asti a ostatnych predmetov
vratane obalového materialu, ktoré boli podla §5 ods. 1 pism. a) bodu 2 oznacené za
kontaminované alebo ktoré boli podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 3 a pism. c) bodu 3 oznacené za
pravdepodobne kontaminované; po dezinfekcii sa tieto predmety viac nepovazuju za
kontaminované,

f) prijme v bezpec¢nostnom pasme vymedzenom podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 4 a pism. c¢) bodu 3
opatrenia uvedené v prilohe ¢. 5 bode 3.

(2) Ministerstvo bezodkladne informuje komisiu a ¢lenské Staty o opatreniach prijatych podla
odseku 1.

§7
Slachtitel*) v ramci dodrziavania opatreni na predchadzanie vyskytu Skodlivych organizmov, na ich
likvidaciu a zamedzenie ich Sirenia podla osobitného predpisu’®) preukaze, ze sadivové zemiaky
v priamej linii a pociatocného klonového vyberu pochadzaji z materialu ziskaného v ramci
schvaleného Slachtitelského programu a su bez vyskytu hnedej hniloby na zaklade testovania
podla prilohy ¢. 2. Tieto testy sa vykonaju

a) v pripade potvrdenia vyskytu hnedej hniloby v sadivovych zemiakoch v priamej linii
a pociato¢nom klonovom vybere
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1. testovanim vyssich mnozitelskych stupniov vratane klonového vychodiskového materialu
a systematického testovania klonov zakladného sadivového materialu alebo

2. v pripadoch, v ktorych preukazatelne neexistuje ziadna klonova pribuznost, testovanim
vSetkych klonov zakladného sadivového materialu alebo vysSSich mnozitelskych stupnov
vratane klonového vychodiskového materialu,

b) v ostatnych pripadoch bud na kazdej rastline klonového vychodiskového materialu, alebo na
reprezentativnych vzorkach zakladného sadivového materialu alebo vysSSich mnozitelskych
stupnov.

§8

Kontrolny tustav v ramci vykonavania rozborov rastlin a rastlinnych produktov vykonava
systematicky laboratorne testovanie na vyskyt hnedej hniloby sadivovych zemiakov z dovozu
a z uznavacieho konania v kategoériach zakladného a certifikovaného sadiva.

§9
(1) Zakazuje sa udrziavanie hnedej hniloby a narabanie s nou.

(2) Ustanovenie odseku 1 sa nevztahuje na dovoz, prevoz, prechovavanie alebo akukolvek
manipulaciu s hnedou hnilobou na vedecké, vyskumné alebo Slachtitelské tucely, ktoré upravuje
osobitny predpis.9)

§ 10

Ministerstvo moézZe vSeobecne zavaznym pravnym predpisom ustanovit dalSie podrobnosti na
ochranu proti zavleceniu hnedej hniloby.

§11

Tymto nariadenim sa transponuje pravny akt Eurépskych spolocenstiev uvedeny v prilohe ¢. 6.

§12

Toto nariadenie nadobuda uc¢innost 15. februara 2004.

v z. Pal Csaky v. r.
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Priloha ¢. 1
k nariadeniu vlady ¢. 66/2004 Z. z.

Zoznam hostitelskych rastlin Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. a podrobnosti
pre vykonavanie prieskumov
CAST A
Zoznam hostitelskych rastlin Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
1. Rastliny Iulka zemiakového (Solanum tuberosum L.) vratane hltz, okrem semien.
2. Rastliny rajciaka jedlého [Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex. Farw.] okrem plodov
a semien.
CAST B
Vykonavanie prieskumov

1. Prieskumy uvedené v § 3 ods. 2 pism. a) sa zakladaju na biologii prislusSného organizmu
a konkrétnych produkénych systémoch ¢lenskych Statov a pozostavaju, ak ide o

a) zemiaky,

1. z vizualnych kontrol porastov pocas vhodnych obdobi a odoberania vzoriek sadivovych,
ako aj inak vyuzivanych zemiakov pocas vegetacného obdobia alebo zo skladov. Na tychto
vzorkach sa potom rezom hltz vykonaju vizualne kontroly alebo vizualne kontroly pod
dohladom kontrolného ustavu,

2. z prieskumov sadivovych zemiakov a inak vyuzivanych zemiakov laboratornymi testmi
alebo laboratornymi testmi pod dohladom kontrolného tustavu metéodou ustanovenou
v prilohe €. 2,

b) rajciaky, z vizualnych kontrol poc¢as vhodnych obdobi aspon tych porastov, ktoré sii urcené
na vysadbu na ucely dalSieho pouzitia.

2. Oznamenia o prieskumoch uvedené v § 3 ods. 4 obsahuju,
a) ak ide o zemiaky,
1. odhad celkovej vysadenej plochy pre sadivové a ostatné zemiaky v hektaroch,

2. rozvrstvenie podla kategorii sadivovych zemiakov a konzumnych zemiakov a podla
regionov,

3. pocet vzoriek odobratych na testovanie a termin ich odobratia,
4. pocet vizualnych kontrol v teréne,
5. pocet vizualnych kontrol hltuz (a velkost odobratych vzoriek),
b) ak ide o rajciaky, ktoré su urcené na vysadbu na ucely dalSieho pouzitia,
1. odhad celkového poctu rastlin,
2. pocet vizualnych kontrol,

c) ak ide o hostitelské rastliny okrem zemiakov a rajciakov, vratane burinného spolocenstva
z celade lulkovité,

1. druhy,

2. pocet odobratych vzoriek a termin ich odobratia,
3. oblast alebo podla vhodnosti rieku poévodu vzoriek,
4. metodu rozboru,

d) ak ide ovodu a tekuty odpad vypustany =z prevadzkovych priestorov priemyselného
spracovania alebo balenia,

1. pocet odobratych vzoriek a termin ich odobratia,

2. oblast, rieku alebo podla vhodnosti miesto prevadzkovych priestorov pévodu vzoriek,
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3. metédu rozboru.
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Priloha ¢. 2
k nariadeniu vlady ¢. 66/2004 Z. z.

Testovacia schéma pre diagnostiku, uréovanie pritomnosti a identifikaciu Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

Rozsah testovacej schémy
Predlozena schéma popisuje rozlicné postupy pouzivané pri

a) diagnostike hnedej hniloby v hluzach zemiakov a baktériového vadnutia v rastlinach zemiakov
a rajciakov,
b) urcovani pritomnosti Ralstonia solanacearum vo vzorkach hltaz zemiakov,
c) identifikacii Ralstonia solanacearum.
CAST A
Pouzitie testovacej schémy

1. Diagnostika hnedej hniloby zemiakov a baktériového viadnutia rastlin zemiakov a rajc¢iakov

Tento testovaci postup je urceny pre hluzy zemiakov s priznakmi typickymi pre hnedu
hnilobu alebo vzbudzujucimi podozrenie na hnedu hnilobu a pre rastliny zemiakov a rajc¢iakov
s priznakmi typickymi pre baktériové vadnutie alebo vzbudzujucimi podozrenie na baktériové
vadnutie. Sklada sa zo skriningového testu, z izolacie patogéna z nakazeného cievneho pletiva
na diagnostickom médiu a v pripade pozitivneho vysledku z identifikacie kultiry ako Ralstonia
solanacearum.
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Diagram pre postup

rastliny zemiakov alebo raj iakov, alebo h uzy zemiakov
s priznakmi”

rychle skriningové testy”

izolacia

kolénie s typickou morfologiou

ANO NIE?

POTVRDZOVACIE TESTY
identifikacia” istej kultiry ako kultiry
Ralstonia solanacearum a test

patogenity
- rastliny alebo h uzy
ANO NIE nenapadla Ralstonia
solanacearum

rastliny alebo h uzy
napadla Ralstonia
solanacearum

Poznamky k diagramu pre postup
1) Popis priznakov je uvedeny v casti B bode 1.

2) Rychle skriningové testy ulahcuju predbeznu diagnostiku.
Vhodnymi testmi st

— test vytoku slizu z cievnych zvizkov (cast B bod 2),

— test pritomnosti granul poly-f3-hydroxybutyratu (cast B bod 2),
— test IF (¢ast C bod 2),

— test ELISA (¢ast C bod 3),

— test PCR (cast C bod 4).

3 Hoci je izolacia patogéna z rastlinného materialu s typickymi priznakmi prostrednictvom zriedovacich
rozterov priama, zakladanie kultur moézZe v pokrocilych Stadiach nakazy zlyhat. Saprofytické baktérie,
ktoré rasta v odumretom pletive, méZu v izolaénom meédiu patogén prerast alebo inhibovat. Ak je test
izolaciou negativny, ale priznaky hnedej hniloby su typické, treba izolaciu opakovat, najlepSie testom
selektivneho platnového rozteru.

4) Cista kultura Ralstonia solanacearum sa spolahlivo identifikuje minimalne jednym z testov uvedenych
v Casti B bode 4.1., a to v spojeni s testom patogenity (Cast B bod 4.3.). Stanovenie biovaru a ras nie je
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povinné, ale ich uskuto¢nenie sa odporuca vykonat pre kazdy novy pripad.

2. Urcovanie a identifikacia Ralstonia solanacearum vo vzorkach hlaz zemiakov

Cielom tohto testovacieho postupu je urcovanie pritomnosti latentnych infekcii hltiz zemiakov
jednym alebo viacerymi (preferovana moznost) skriningovymi testmi, ktoré sa v pripade ich
pozitivneho vysledku doplnaja o izolaciu patogéna. V pripade izolacie typickych kol6nii

nasleduje identifikacia kultury ako Ralstonia solanacearum.
Diagram pre postup

vzorka hliz zemiakov"

<=

SKRININGOVY TEST?

l
test IFY alebo selektivny
platiiovy rozter” a nepovinné
dalsie testy:
test ELISA®, test PCR®,
obchacovaci(ie) test(y)”

aspofi jeden boli vykonané vzorku
test bol vietky testy nenapadla
poritivny Ralstonia

s negativinymi
vysledkami

solanacearum

IZOLACNY TEST
selektivny platilovy rozter
alebo biologicky test®

~ -

Koloénie s typickou
morfoloégiou

ANO NIE vzorku
nenapadla
Ralstonia

P solanacearum
POTVRDZOVACI TEST
identifikacia” kultiry ako kultary
Ralstonia solanacearum a test
patogenity”

vzorku
nenapadla
NIE

Ralstonia
solanacearum

vzorku napadla Ralstonia
solanacearum

Poznamky k diagramu pre postup
1) Velkost vzorky

Standardna velkost vzorky je 200 hluz. Metoda je vsak vhodna aj pre vzorky obsahujuce menej ako 200
hlaz.
2) Skriningovy(€) test(y)

Len jediny test nemusi byt dostatoéne citlivy alebo spolahlivy na dokazanie pritomnosti Ralstonia
solanacearum vo vzorke. Preto sa odporuca uskutocnit viaceré testy, ktoré sa zakladaju pokial mozno na
roznych biologickych principoch.

3) Imunofluorescenény test (test IF) (nepriama metoda) je osvedéenym skriningovym testom. To je oproti
inym, nie eSte celkom vyvinutym alebo overenym typom testov vyhodou. Tento test sa pouziva pri
mnohych inych karanténnych baktériach, napriklad Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. Podla
parametrov uvadzanych pre tuto metodu ide o citlivy test (prah citlivosti 10® — 10* buniek v 1 ml peletu
zemiakového extraktu). Pre spolahlivost vysledku testu je rozhodujuca kvalita antiséra. Da sa akceptovat
iba antisérum s vysokym titrom (minimalne 2 000 pre surové sérum) a vSetky testy sa musia vykonavat
pri titre antiséra alebo pri zriedeni pod uroven titra. Prednost sa dava nepriamej metode. Priamu metodu
mozno pouzit, ak je citlivost a Specifickost testu rovnaka ako pri nepriamej metode.

Imunofluorescenény test ma vyhodu subjektivneho vyhodnotenia bunkovej morfolégie a intenzity
fluorescencie, ¢o umoznuje usudok o Specifickosti reakcie. Casté su krizové reakcie so sérologicky
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pribuznymi baktériami rovnakej bunkovej morfolégie, ako ma Ralstonia solanacearum, vyskytujucimi sa
na povrchu hluzy alebo pochadzajiucimi z okolitej pody. Test IF mozno vykonavat ako jediny kontrolny
test, no v pripade podozrenia na vyskyt kriZovych reakcii by sa mal vykonat dalsi test zaloZzeny na inom
biologickom principe. V takomto pripade je najvhodnejsim selektivny platnovy rozter.

4) Selektivny platnovy rozter

Citlivy a selektivny test pre Ralstonia solanacearum sa vykonava na modifikovanej zivnej pode SMSA.
Vysledok sa dostavi v priebehu 3 — 6 dni po priprave vzoriek. Pévodca hnedej hniloby sa ziska priamo
z kultary a da sa Tahko identifikovaf. Na plné vyuzitie potencialu testu je potrebna starostliva priprava
pupkovych koncov hliz, aby sa vylucili sekundarne baktérie z hluz, ktoré si na zivnej pode s Ralstonia
solanacearum navzajom konkuruju a mézu tak vyvoj patogéna ovplyvnovat. Je mozné, Ze niektoré kmene
mozu zle rast, kedze zlozky Zivnej pody moézu ovplyvnovat cielovy organizmus. Rovnako starostlivo treba
postupovat pri odliSovani Ralstonia solanacearum od inych baktérii, ktoré na zivnej péde mo6zu narast.
Selektivny platiovy rozter mozno pouzit ako jediny skriningovy test, ale pri negativnom vysledku, pri
ktorom je podozrenie, Ze ide o blokovanie Ralstonia solanacearum zo strany inych baktérii nachadzajicich
sa v zivnej pode, treba vzorku opat testovat s pouzitim odliSného testu, aby sa diagnéza bud potvrdila,
alebo vyvratila. V takychto pripadoch je najlepsie pouzit test IF.

5) Test ELISA

Test ELISA je v zasade menej citlivy ako test IF (prah citlivosti 10* — 10° baktérii na 1 ml peletu
zemiakového extraktu). Tento test je lacny a rychly, ale vSeobecne castejSie vykazuje faloSné pozitivne
vysledky (kriZové reakcie) a rovnako aj faloSné negativne vysledky (brzdenie rastu fenolickymi molekulami
v zemiakovom extrakte). Poziadavky na Specifickost antiséra st neobycajne vysoké. Test ELISA nemozno
vykonavat samostatne ako jediny skriningovy test.

6) Test PCR

Test PCR je potencialne velmi citlivym detekénym testom, i ked ho pomerne lahko moézu inhibovat
niektoré zlozky extraktu z rastlin alebo z hltz, ¢im vznikaju faloSné negativne vysledky testu. KedZze
niektoré odrody zemiakov obsahuju viac inhibitorov ako iné, treba tieto inhibitory najprv odstranit.
Jednou z mozZnosti je riedenie, pricom vSak nastane aj zriedenie populacie Ralstonia solanacearum. Vo
vSetkych fazach pripravy vzorky a testu sa musi postupovat neobycajne obozretne, aby sa zabranilo
kontaminaciam, ktoré vedu k ziskaniu faloSne pozitivinych vysledkov. Falo$Sne pozitivne vysledky sa mézu
vyskytnut i v désledku homolégnych sekvencii inych organizmov. Preto sa neda ani test PCR pouzivat ako
jediny skriningovy test.

7) Obohacovaci test

Inkubacia vzoriek peletu zo zemiakového extraktu v semiselektivnej zZivnej pdde, ako je napriklad
modifikovany zivny roztok SMSA, umoznuje namnozenie Ralstonia solanacearum. Doélezitym faktom je, ze
tym sa zriedia potencialne inhibitory testov ELISA a PCR. Pritomnost baktérii Ralstonia solanacearum
mozno v obohatenom Zivnom roztoku urcéovat s pomocou testov IF, ELISA a PCR. Vykonavanie priamych
rozterov z obohatenych zivnych roztokov sa neodporuca. Tieto obohacovacie metédy vSak nie su
dostatocne dokladne vyskuSané a otestované. Zahrnuté medzi metody testovania boli len vdaka svojmu
vysokému potencialnemu vyznamu. KedZe je k dispozicii len malo skusenosti s tymito testmi, nedaju sa
pouzit ako jediné detekéné metody.

8) Biotest

Tento test sa pouziva na izolaciu Ralstonia solanacearum z peletov zemiakového extraktu na
hostitelskych rastlinach a vykonava sa na rastlinach rajciakov alebo baklazanov. Vyzaduju sa také
optimalne inkubac¢né podmienky, aké sa pri tejto metode Specifikuju. Baktérie inhibujice Ralstonia
solanacearum na médiu SMSA tento test s najvyssou pravdepodobnostou nebrzdia.

9) Potvrdzovaci(e) test(y)

Cista kulturu Ralstonia solanacearum mozno spolahlivo identifikovat minimalne jednym z testov
uvedenych v ¢asti B bode 4.1. v kombinacii s testom patogenity (Cast B bod 4.3.). Charakterizacia kmena
nie je povinna, odporuica sa vsak pre kazdy novy pripad.
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CAST B
Diagnostika hnedej hniloby hliiz zemiakov a baktériového viadnutia rastlin rajéiakov
1. Priznaky
1.1. Priznaky na zemiakoch

1.2.

Rastlina zemiaka. V ranej faze infekcie vadnu listy vo vrchnej ¢asti rastlin pri vysokych
teplotach v priebehu dna a v priebehu noci regeneruju. Vadnutie sa vSak rychlo stava
nezvratnym a vedie k odumretiu rastliny. Vodivé pletivo na priecnych rezoch stonky
zvadnutych rastlin méze zhnednut a z reznej plochy vyteka mliecny slizovity exkrét alebo
ho odtial mozno Iahkym stlacenim vytlac¢it. Ak sa drZi rozrezana stonka vo vode vo zvislej
polohe, vytekaju z cievnych zvazkov slizové vlakna.

Hluza zemiaka. Hluzy zemiakov sa musia v blizkosti pupkového (stolonového) konca
priecne rozrezat. V ranej faze infekcie sa nakaza prejavuje sklovito Zltou az svetlohnedou
farbou prstenca cievnych zvéazkov, z ktorého po niekolkych mintuitach bud samovolne, alebo
po vyvinuti Iahkého tlaku palcov na Supku v blizkosti reznej plochy vyteka bledy, krémovo
sfarbeny slizovity exkrét. Neskor je sfarbenie cievnych zvazkov vyrazne hnedé a nekréza sa
moze rozsirit do parenchymatického pletiva. V pokroc¢ilom §tadiu sa infekcia Siri od
pupkového konca a ociek, ¢o vedie k vzniku Iahko vtlacenych, c¢ervenkasto hnedych 1ézii na
Supke. Z nich moze vytekat baktériovy sliz, na ktory sa nalepuji péodne castice.

Priznaky na raj¢iakoch

Rastlina rajciaka. Prvym viditelnym priznakom je mierne zviadnuty vzhlad najmladsich
listov. Za podmienok priaznivych pre patogény (teplota pody asi 25 °C pri nasytenej
vzdusnej vlhkosti) je jedna strana rastliny alebo cela rastlina v priebehu niekolkych dni
postihnuta epinastiou a vidnutim a nastava jej uplné odumretie. Za menej priaznivych
podmienok (teplota pody pod 21 °C) sa na stonke moze zacat tvorit velké mmnozstvo
postrannych vyhonkov. Na stonke mozZno pozorovat slizovity pas, ¢o je viditelnym znakom
nekrozy cievneho systému. Ak stonku prieéne rozreZzeme, vytekaju z jej hnedo sfarbeného
vodivého pletiva kvapky bieleho alebo zltkastého baktériového slizu.

2. Rychle skriningové testy

Rychle skriningové testy umoznuju stanovenie predbeznej diagnozy. Treba vykonat jeden
alebo viaceré z nasledujucich testov.

2.1.

2.2.

Test cievnych zvazkov

Pritomnost Ralstonia solanacearum vo vadnucich stonkach zemiakov alebo rajciakov sa
da preukazat tymto jednoduchym predbeznym testom.

Odreze sa stonka tesne nad zemou a rezna plocha sa vlozi do kadicky s vodou. Kratko
potom za¢nu z cievnych zvézkov samovolne prudif vlakna baktériového slizu. Ziadny iny
druh baktérie sposobujuci infekciu cievnych zvazkov pri zemiakoch a rajc¢iakoch takyto
priznak nevyvolava.

Urcovanie pritomnosti granul poly--hydroxybutyratu (PHB)

Granuly PHB v bunkach Ralstonia solanacearum sa zviditelnia sfarbenim nilskou
modrou A alebo sudanskou ¢iernou B.

Pripravi sa bud rozter slizovitého exkrétu ¢i suspendovaného pletiva na podloznom
sklicku, alebo rozter zo 48-hodinovej kultury na zivnej pode YPGA (cast D bod 1). Pripravia
sa roztery pre pozitivne kontroly kmena rasy 3 biovaru 2 a v pripade potreby aj pre
negativny kontrolny rozter heterologného kmena. Rozter sa necha vyschnut. Spodna strana
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podlozného sklicka sa niekolkokrat rychlo fixuje nad plamenom az do zasuSenia.

2.3. Test nilskou modrou

2.3.1. Fixovany rozter sa zaleje 1 % vodnym roztokom nilskej modrej. Udrzuje sa pocas 10
minut pri teplote 55 °C.

2.3.2. Roztok farbiva sa necha odtiect. Kratko sa oplachne pod tec¢ticou vodou. ZvySna voda
sa odsaje pijavym papierom.

2.3.3. Rozter sa zaleje 8 % vodnym roztokom kyseliny octovej. UdrZuje sa poc¢as 1 minuty
pri laboratérnej teplote.

2.3.4. Oplachne sa pod slabo tec¢ucou vodou. Osusi sa pijavym papierom.
2.3.5. Znovu sa navlhé¢i kvapkou vody. Prikryje sa krycim sklickom.

2.3.6. Sfarbeny rozter sa pozoruje ako preparat v epifluorescencnom mikroskope pri
vlnovej dlzke 450 nm a olejovej imerzii pri zvac¢seni 1 : 1 000.

Pozorne sa sleduje pritomnost sytooranzZovo sfarbenych granul PHB. Pozorovanie sa
uskutocéniuje i pri normalnom svetle, aby sa uistilo, Ze granuly su vnutrobunkové a morfolégia
bunky je typicka pre Ralstonia solanacearum.

2.4.

2.5.

Test sudanskou ¢iernou

2.4.1. Fixovany rozter sa zaleje 0,3 % roztokom sudanskej ciernej B v 70 % etanole.
Udrzuje sa pri laboratoérnej teplote 10 mintit.

2.4.2. Roztok farbiva sa necha odtiect. Rozter sa potom kratko oplachuje pod tec¢tucou
vodou. Prebytocna voda sa odsaje pijavym papierom.

2.4.3. Rozter sa nakratko ponori do xylolu. Po vytiahnuti sa opat osusi pijavym papierom.
(Upozornenie: Xylol je zdraviu Skodliva latka, nevyhnutne sa musi pracovat
v digestore.)

2.4.4. Rozter sa zaleje 0,5 % (hmotnost/objem) vodnym roztokom safraninu a necha sa
pocas 10 sekund stat pri laboratérnej teplote. (Upozornenie: Safranin je zdraviu
Skodliva latka, nevyhnutne sa musi pracovat v digestore.)

2.4.5. Rozter sa oplachne pod slabo tecticou vodou. Osusi sa pijavym papierom. Prilozi sa
krycie sklicko.

2.4.6. Sfarbeny rozter sa pozoruje ako preparat v mikroskope s prechadzajicim svetlom,
s olejovou imerziou pri zvacéseni 1 : 1 000. Granuly PHB v bunkach Ralstonia
solanacearum su modro-¢ierno sfarbené. Bunkové steny maju farbu ruzovo-¢ervenu.

Iné testy

Z inych testov st vhodnymi test IF (¢ast C bod 2), test ELISA (¢ast C bod 3) a test PCR
(cast C bod 4).

3. Postup pri izolacii

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Odoberie sa slizovity exkrét alebo casti diskolorovaného pletiva z prstenca cievnych zvazkov
zemiakovej hluzy alebo z vodivych pletiv stonky rastliny zemiaka alebo rajciaka. Urobi sa
suspenzia v malom objeme sterilizovanej destilovanej vody alebo v 50 mmol.l"! fosfatovom
tlmivom roztoku, ktora sa necha 5 az 10 minut stat.

Zo suspenzie sa pripravia minimalne dve desatinné riedenia (1/10 a 1/100), v pripade
potreby aj viacero.

Standardizovany objem suspenzie a jednotlivych riedeni sa prenesie na univerzalne zivné
médium (NA, YPGA a SPA, c¢ast D bod 1) alebo na Kelmanovo tetrazoliové médium (¢ast D
bod 1), alebo na selektivne médium SMSA (¢ast D bod 7). Riedenie sa rozotrie na platne
s pouzitim primeranej metody. Vhodné je pripravit si samostatné platne z kazdého
pouzitého média so zriedenou kultirou bunkovej suspenzie rasy 3 biovaru 2 kmena
Ralstonia solanacearum ako pozitivnu kontrolu.

Platne sa nechaju inkubovat pri teplote 28 °C 3 dni. Pri pomalom raste mozno dobu
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inkubacie predizif na 6 dni, pricom sa vSak kolonie baktérii na médiu SMSA ¢asto stavaju
atypickymi a odumieraju.

Na wuniverzalnych zivnych substratoch virulentné izolaty Ralstonia solanacearum
vytvaraju perlovobiele, ploché, nepravidelné a fluidné kolénie, ¢asto s charakteristickymi
Spiralkami.

Na Kelmanovom tetrazoliovom médiu vytvaraju virulentné izolaty Ralstonia
solanacearum typické krémovo sfarbené, ploché, nepravidelné fluidné Kkolénie
s krvavocerveno zafarbenym stredom.

Nevirulentné formy Ralstonia solanacearum naproti tomu vytvaraju maslovité,
tmavocervené kolonie.

Na médiu SMSA vytvaraju virulentné izolaty Ralstonia solanacearum mlie¢nobiele,
ploché, nepravidelné a fluidné kolonie s krvavocerveno zafarbenym stredom.

Nevirulentné formy Ralstonia solanacearum vytvaraju na médiu SMSA kolénie menej
fluidné, ktoré su uplne ruzové az cervené.

3.5. Kolénie s charakteristickou morfologiou sa subkultivuju az do Cistej kultiry na niektorom
univerzalnom meédiu. Treba sa vyhnut pravidelnému preockovavaniu, ktoré by mohlo viest
az k strate virulencie.

4. Potvrdzovacie testy
4.1. Identifikacia Ralstonia solanacearum
Cisté kultury Ralstonia solanacearum sa identifikuju miniméalne jednym z nasledujacich
postupov.
Vyzivovacie a enzymatické testy

4.1.1. Do kazdého pouzitého testu treba zahrnut vhodné kontrolné kmene.
Vzdy su bud pritomné, alebo chybaju nasledujiice univerzalne fenotypové vlastnosti
Ralstonia solanacearum:

fluorescencné pigmenty -

inkluzie PHB +
oxida¢no-fermentaény (O/F) test O+/F-
katalaza +
oxidaza podla Kovacsa +
redukcia dusi¢énanov +
vyuzitie citranov +

rast pri 40 °C -

rast v 1 % roztoku NaCl +

rast v 2 % roztoku NaCl -

arginin-dihydrolaza -

skvapalnenie Zelatiny -

hydrolyza skrobu -

hydrolyza aezulinu -

produkcia levanu -

Média a metody podla Lelliott & Stead (1987)
4.1.2. Test IF

Pripravi sa suspenzia s hustotou 10¢ buniek na 1 ml z testovanej kultary
a kontrolného kmena (kontrolnych kmenov). Pripravi sa rad dvojnasobnych riedeni
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4.2.

4.1.3.

4.1.4.

4.1.5.

4.1.6.

4.1.7.

antiséra. Pouzije sa metdda IF (cast C bod 2). IF titer kultiry musi zodpovedat IF
titru pozitivnej kontroly.

Test ELISA

Pripravi sa suspenzia s hustotou >10¢ buniek na 1 ml z testovanej kultury
a kontrolného kmena (kontrolnych kmenov). Pouzije sa metéda ELISA (cast C bod 3).
Extinkéna hodnota kultury musi zodpovedat extinkénej hodnote pozitivnej kontroly.

Test PCR

Pripravi sa suspenzia s hustotou 10¢ na 1 ml z testovanej kultiiry a kontrolného
kmena (kontrolnych kmenov). Pouzije sa metéda PCR (¢ast C bod 4). PCR produkt
kultary musi mat rovnaku velkost a rovnaky vzor restrikénej analyzy enzymov (REA),
ako ma produkt pozitivnej kontroly.

Fluorescencna hybridizacia in situ (FISH)

Pripravi sa suspenzia s hustotou 10¢ na 1 ml z testovanej kultiry a kontrolného
kmena (kontrolnych kmenov). Pouzije sa metéda FISH (van Beuningen et al., 1995)
s PCR primerom OLI-1 (Seal et al. 1993). Kultura musi vykazovat rovnaka reakciu
ako pozitivna kontrola.

Profilacia bielkovin

Denaturované bielkoviny celych buniek su rozdelené polyakrylamidovou gélovou
elektroforézou (PAGE) (Stead, 1992a).

Profilacia mastnych kyselin (FAP)

Kultura a pozitivna kontrola sa nechaju rast 48 hodin pri teplote 28 °C na
tryptikaznom séjovom agare s pouzitim metody FAP (Fatty acid profilling) (Janse
1991; Stead 1992a, Stead 1992b). Profil kultiry sa musi zhodovat s profilom
pozitivnej kontroly. Charakteristickymi mastnymi kyselinami za danych podmienok
su: 14: 030H, 16: 020H, 16:1 20H a 18 : 1 20H.

Charakteristika kmena

Charakterizacia kmena je fakultativna, ale sa odporucéa uskutocnit ju pre kazdy novy
pripad s pouzitim aspon jedného z nasledujucich testov.

4.2.1.

Urcenie biovaru

Ralstonia solanacearum sa cleni na biovary, a to podla schopnosti vytvarat z troch
hex6zovych alkoholov a troch cukrov kyseliny (Hayward 1964 & 1994).

Biovar
1

N
w
IS
9]

Vyuzitie: 1

- maltozy -

- laktozy -

- celobiozy -

+ [+ [+

- manitolu

.
+ |+ [+ [+

- sorbitolu

- dulcitolu

+ |+ |+ [+ [+ [+

Dalsimi testmi sa da biovar 2 rozclenit na subfenotypy (Hayward 1994).

biovar 2

biovar 2-A

biovar 2-T

Pouzitie trehalozy

+

+

Pouzitie inozitolu

+

+
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4.2.2.

4.2.3.

Pouzitie D-ribozy - - +

Pektolyticka aktivita nizka nizka vysoka

Urcenie ras

Urcenie rasy (Buddenhagen et al., 1962) sa vykona na zaklade testov patogenity
na rastlinach rajciaka alebo baklazanu, na rastlinach tabaku a taktiez
hypersenzitivnou reakciou (HR) na listoch tabaku (Lozano & Sequiera, 1970).

rasa (%)
1 2 3

Reakcia na:

rastlinach raj¢iakov/baklazanov|vadnutie Ziadna reakcia |vadnutie

rastlinach tabaku vadnutie ziadna reakcia |ziadna reakcia

listoch tabaku nekroza (48 hodin) [HR (12-24|chloréza
hodin) (za 2 - 8 dni)

a vadnutie (7-8
dni)

(*) Rasa 4 (patogénna na zazvorovniku a niektorych dalSich hostiteloch) a rasa 5
(patogénna iba na morusi) nie su v tejto tabulke zahrnuté.

Urcenie rasy testom patogenity alebo testom hypersenzitivnej reakcie tabaku nemusi
byt prili§ spolahlivé a namiesto toho sa da na prislusnost k rase usudzovat podla
biovaru a pévodného hostitela.

Kultiru mozno dalej charakterizovat tymito znakmi:

Genomova peptidova mapa

Molekularne odliSenie kmenov v ramci komplexu Ralstonia solanacearum sa da
vykonat analyzou RFLP (Cook et al., 1989).

Repetitivna sekvencia PCR (REP-, ERIC- & BOX-PCR (Louws et al., 1995; Smith et
al., 1995).

4.3 Test patogenity

Tento test je zamerany na potvrdenie spravnosti urcenia Ralstonia solanacearum a na
vyhodnotenie virulencie kultar identifikovanych ako Ralstonia solanacearum.

Z kultary a pozitivneho kontrolného kmena sa pripravi inokulum s hustotou 10¢ buniek
na 1 ml. Potom sa naockuje 5 — 10 rastlin rajc¢iaka alebo baklazanu, a to najlepsie v stadiu
treticho pravého listu alebo v neskorsom S$tadiu (¢ast C bod 6). Dizka kultivacie je dva
tyzdne pri teplotach 22 °C az 28 °C a vysokej relativnej vzdusnej vlhkosti. Denne sa
zavlazuje. Treba sledovat vyskyt vadnutia alebo epinastii, chloréz a zakrpatievania rastlin.
Z rastlin vykazujucich charakteristické priznaky sa pripravia nasledujucim postupom
izolaty:

4.3.1.

zo stonky sa vo vyske asi 2 cm nad miestom ockovania odoberie pletivo,

4.3.2. odobraté pletivo sa rozotrie a suspenduje v sterilizovanej destilovanej vode alebo v 50

mmol.l* fosfatovom tlmivom roztoku, potom sa suspenzia rozotrie na platne,
inkubuje a nasledujuco sa vyhodnoti vyskyt typickych kolénii Ralstonia
solanacearum.

CAST C

Urcéovanie a identifikacia Ralstonia solanacearum vo vzorkach hliaz zemiakov

Standardna velkost vzorky je 200 hluz. Postup je vSak vhodny i pre vzorky s menej ako 200

hluzami.
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1. Priprava vzorky pre test

Pelet zemiakového extraktu ziskany tymto postupom mozZno pouzit i na detekciu baktérie
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

a) Vzorky sa nechaju inkubovat 2 tyzdne pri teplote 25 — 30 °C, aby sa podporilo pomnozZenie
malych populacii Ralstonia solanacearum.

b) Hluzy sa ocistia pod tec¢ucou vodou vhodnym dezinfekénym a Cistiacim prostriedkom
a nechaju sa na vzduchu vyschnut.

1.1. Cistym, dezinfikovanym skalpelom alebo zeleninovym nozom sa odstrani Supka hluzy na
jej pupkovom konci tak, aby bolo vidiet vodivé pletivo. Z vodivého pletiva na pupkovom
konci kazdej hluzy sa opatrne vyreze na jej pupkovom konci maly kuzelovity kusok (3 — 5
mm v priemere). Pritom treba dbat stc¢asne na to, aby sa vyrezalo ¢o najmenej nevodivych
pletiv. To sa uskutoc¢ni na kazdej hluze vo vzorke.

V tejto faze mozno hluzy dékladne vizualne prehliadnut (¢ast B bod 1). Hluzy vykazujtce
symptomy alebo silnt hnilobu treba vyradit a skimat oddelene (¢ast B).

1.2. Pupkové konce hluzy sa daju do uzatvorenej nadoby. Vzorka by mala byt urychlene
spracovana. Ak to nie je mozné, nemala by sa skladovat dlhsie ako 24 hodin alebo pri
teplote 4 °C dlhsie ako 72 hodin.

1.3. Pupkové konce hluz sa spracuju jednym z nasledujucich postupov:
1.3.1. Pupkové konce hltaz sa vlozia do vhodnej nadoby.

Prida sa dostatoény objem macera¢ného pufra (¢ast D bod 2), aby boli pupkové
konce hluz prikryté (40 ml 0,05 mol.l' PBS).

Kusky hltz sa v mixéri Waring Blender alebo Ultra Turrax homogenizuju.
Je vSak potrebné zabranit prilis silnej homogenizacii.
Macerat nechame 15 — 30 minut Iahovat.

1.3.2. Pupkové konce hltuz sa vlozia do vhodnej nadoby.

Prida sa dostato¢ny objem macerac¢ného pufra, aby sa pupkové konce hluz
prekryli (40 ml 0,05 mol.l'' PBS).

Nadoba sa da do rotacnej trepacky.
Udrzovat pri 50 — 100 otackach za minutu 4 hodiny pri teplote 20 °C/22 °C alebo
16 — 24 hodin pri teplote 4 °C.

1.3.3. Pupkové konce hluz sa vlozia do pevného jednorazového maceracného vrecuska
(napriklad Stomacher s rozmermi 105 x 150 mm a sterilizovaného oziarenim).

Pupkové konce hltz sa rozmelnia vhodnym nastrojom, napriklad kladivom, az do
ich uplnej homogenizacie.

Prida sa dostatotné mnozZstvo macera¢ného pufra, aby boli pupkové konce hluz
prekryté.
Macerat sa necha 15 — 30 minut odstat.

1.4. Z takto pripravenych pupocnych koncov hliz sa baktérie extrahuji niektorym
z nasledujucich postupov:

1.4.1. Macerat sa opatrne naleje do centrifuga¢nej skamavky, tuhy zvySok sa pritom
ponecha v nadobe alebo vo vrecusku.
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Ak je zliaty macerat kalny, potom sa odstreduje pri teplote pod 10 °C 10 minut pri
odstredivej sile nie vacsej ako 180 g.

Zliaty macerat alebo supernatant z prvého odstredovania sa odstredi 15 minut pri
7 000 g alebo 10 minut pri 10 000 g pri teplote pod 10 °C.

Supernatant sa vyleje tak, aby sa neporusil vzniknuty pelet.
1.4.2. Macerat sa prefiltruje cez filtraény systém so Sirkou pérov 40 — 100 mm. Filtraciu
treba posilnit vakuovym cerpadlom.
Filtrat sa zhromazdi v centrifugac¢nej skumavke.

Filtrat sa premyje maceracnym pufrom.

Filtrat sa odstredi 15 minut pri 7 000 g alebo 10 minut pri 10 000 g pri teplote
pod 10 °C.

Supernatant sa vyleje tak, aby sa neporusil vzniknuty pelet.

1.5. Pelet sa resuspenduje v 1 ml peletového pufra (¢ast D bod 2).
Rozdeli sa na dva rovnaké diely a kazdy z nich sa naleje do jednej mikroskiimavky.
Pre test sa pouziva len jedna mikroskumavka.
Zvysok tohto extraktu sa skladuje pocas testovania pri teplote 4 °C.

Do druhej mikroskiimavky sa prileje 10 — 25 % sterilny glycerin. Pretrepe sa. Skladuje sa
pri teplote —18 °C (niekolko tyzdnov) alebo pri teplote -70 °C (niekolko mesiacov).

2. Test IF

Pouzije sa antisérum Ralstonia solanacearum, najlepsSie rasa 3 biovar 2. Ur¢i sa titer pri
suspenzii s hustotou 10 buniek na ml homologického kmena Ralstonia solanacearum
s vhodnym zriedenim konjugatu fluorescenéného isothiokyanatu (FITC) podla odporucania
vyrobcu. Surové sérum by malo mat IF titer minimalne 1 : 2 000.

Pouzije sa viacobjektové podlozné sklicko najlepsie s 10 jamkami s minimalnym priemerom 6
mm.

Na kazdé podlozné sklicko sa nanesie kontrola konjugatu FITC. Ak sa pracuje s velkym
mnozstvom podloznych sklicok, méze sa vynechat kontrola s fosfatovym pufrom (PBS). Test by
sa vSak mal opakovat s kontrolou PBS, ak sa v kontrole FITC nenajde Ziadna pozitivnha bunka.

Osobitne sa pripravi kontrolné pozitivne podloZzné sklicko so suspenziou s hustotou 10¢
buniek na mililiter niektorého kmena Ralstonia solanacearum prislusnej rasy a biovaru.
V kazdej sérii testovani sa musi pouzit jedno podlozné sklicko.

2.1. Podlozné sklicka sa pripravia jednym z nasledujucich postupov:
2.1.1. Pri pelete s relativne malym obsahom skrobu:

Odmerany Standardny objem (15 ul je postacujuci pre jamku s priemerom 6 mm —
pri vacésich jamkach treba pouzZit zodpovedajiici vacsi objem resuspendovaného
peletu) sa nanesie pipetou na rad jamiek. Dalsi rad sa moze pouzit ako duplikat
alebo pre druhu vzorku, ako je znazornené na obrazku ¢. 1.

2.1.2. Pri inych peletoch
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Pripravi sa desatinné riedenie, to znamena 1/10, 1/100 a 1/1 000
resuspendovaného peletu v peletovom pufri. Odmerany Standardny objem (15 ul je
postacujuici pre jamku s priemerom 6 mm - pri vacsich jamkach treba pouzit
zodpovedajuci vacsi objem) resuspendovaného peletu a z kazdého zriedenia sa
nanesie pipetou na rad jamiek. Dalsi rad sa moze pouzit ako duplikat alebo pre
druhu vzorku, ako je znazornené na obrazku ¢. 2.

2.2. Kvapky sa nechaju vyschnut. Baktériové bunky sa fixuju na podloznom sklicku bud
zahriatim, flambovanim, alebo 95 % etanolom.

2.3. Postup pri IF

2.3.1. Pri priprave podlozného sklicka podla bodu 2.1.1.

Pripravi sa sada dvojnasobnych zriedeni antiséra v IF pufri (¢ast D bod 3):

1/4 titra (T/4), 1/2 titra (T/2), jeden titer (T) a dvojnasobok titra (27).

2.3.2. Pri priprave podlozného sklicka podla bodu 2.1.2.

2.3.3.

2.3.4.
2.3.5.

Pripravi sa pracovné riedenie antiséra v IF pufri. Pracovné riedenie je riedenie
antiséra s optimalnou $pecifickostou a normalne ma polovicu hodnoty titra.

Obrazok 1

Priprava podlozného sklicka postupom podla bodov 2.1.1 a 2.3.1.

Jedno standardné riedenie resuspendovaného peletu

T = titer
FITC T/4 |(T/2 |T 2T |=> dvojnasobné
riedenia antiséra
vzorka 1 ] 2 *3 4 |e5
duplikat vzorky 1 *6 °7 *8 9 (*10
alebo vzorka 2

Obrazok 2

Priprava podlozného sklicka postupom podla bodov 2.1.2. a 2.3.2.

Jedno standardné riedenie resuspendovaného peletu

T = titer
FITC Standardné riedenie antiséra
Neriedené [Neriedené [1/10 1/100 1/1000 |=> desatnasobné
riedenia antiséra
vzorka 1 e 1 2 3 4 *5
duplikat
vzorky 1
alebo *6 °7 8 9 *10
vzorka 2

VSetky podlozné sklicka sa vylozia na vlhké hodvabne papiere.

VsSetky testovacie jamky sa pokryju riedeniami antiséra. Na pole FITC sa nanesie
fosfatovy pufer PBS. Objem antiséra nanasany na policka musi zodpovedat objemu
naneseného extraktu.

Necha sa zakryté 30 minut pri izbovej teplote.

Kvapky antiséra sa opatrne strasu z podlozného sklicka a podlozné sklicka sa
opatrne oplachnu IF pufrom. Preplachuje sa 5 minut v roztoku IF pufri Tween
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a potom 5 minut v IF pufri (¢ast D bod 3).

Prebytoc¢na vlhkost sa starostlivo odstrani.

2.3.6. Podlozné sklicka sa polozia na vlhké hodvabne papiere.

Testovacie jamky a jamka s FITC sa pokryje riedenim konjugatu FITC pouzitym na
stanovenie titra. Objem konjugatu nanasany na jamky musi zodpovedat objemu
aplikovaného antiséra.

2.3.7. Necha sa zakryté 30 minut pri laboratornej teplote.

2.3.8. Kvapky konjugatu sa opatrne strasa =z podlozného sklicka. Oplachnu sa
a preplachnu rovnako ako v bode 2.3.3. Prebyto¢na vlhkost sa starostlivo odstrani.

2.3.9. Na kazdu jamku sa napipetuje 5 az 10 pl 0,1 mol.l* glycerolu pufrovaného fosfatom
(cast D bod 3) alebo inej podobnej krycej kvapaliny a prilozi sa krycie sklicko.

2.4. Hodnotenie testu IF

Podlozné sklicka sa prehliadaju pod epifluorescenénym mikroskopom s filtrami
vhodnymi na excitaciu FITC pod olejovou imerziou pri zvacSeni 500 — 1000 x. Kazdé
policko sa mikroskopicky prehliada vo dvoch navziajom kolmych priemeroch a taktieZ po
obvode.

Najprv sa prehliadaju podlozné sklicka s pozitivnou kontrolou. Bunky musia jasne
fluoreskovat a musia byt plne sfarbené. (Pri odliSnom sfarbeni treba test opakovat.)

Vyhodnotenie podloznych sklicok s testovanymi vzorkami. Najprv sa preskumajua
preparaty z hladiska absencie fluoreskujucich buniek v jamkach s kontrolou FITC.
Fluoreskujuce bunky v kontrolnej jamke FITC ukazujii na nesSpecifickii vizbu konjugatu,
na autofluorescenciu alebo na kontaminaciu. (Ak sa doéjde k tomuto zaveru, treba test
opakovat.)

V testovacich jamkach sa pozoruju silne fluoreskujiice bunky s charakteristickou
morfologiou Ralstonia solanacearum. Intenzita fluorescencie musi zodpovedat pozitivnemu
kontrolnému kmenu pri rovnakom riedeni antiséra. Na bunky s netplnym sfarbenim alebo
so slabou fluorescenciou sa neberie ohlad, iba ak by bolo takychto buniek pritomnych
velmi mnoho (pozri vyhodnotenie vysledkov testov IF).

2.5. Vyhodnotenie vysledkov testu IF

2.5.1. Ak nie su najdené silne fluoreskujuce bunky s charakteristickou morfolégiou, test IF
je negativny.

2.5.2. Ak st najdené jasne fluoreskujuce bunky s charakteristickou morfolégiou, je
potrebné urcit priemerny pocet buniek na mikroskopickom poli a ten prepocitat na
jeden mililiter (hodnota N) resuspendovaného peletu (¢ast D bod 4).

Hustotu baktérii v hodnote asi 10® buniek na jeden mililiter resuspendovaného
peletu mozno povazovat za hranicu detekcie testu IF

— pri vzorkach s N > 10%buniek na 1 ml resuspendovaného peletu sa vysledok testu
IF hodnoti ako pozitivny,

— pri vzorkach s N < 102 buniek na 1 ml resuspendovaného peletu sa vysledok testu
IF moéze hodnotit ako pozitivny.

2.5.3. Ak je zisteny vysoky pocet (>10° buniek na 1 mililiter) s netiplne alebo slabo
fluoreskujiicimi bunkami pri titre antiséra, treba uskutoc¢nit druhy test
— bud test na zaklade niektorého iného biologického principu, alebo
— opakovany test IF bud s druhym antisérom, alebo s desatnasobnym zriedenim
peletu.

3. Test ELISA

(Podla Robinsona-Smitha et al., 1995)
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Pouzije sa antisérum pre Ralstonia solanacearum, najlepsie k rase 3 biovaru 2. Titer sa
stanovuje v suspenzii s hustotou 10¢® na 1 ml buniek homologického kmena Ralstonia
solanacearum.

Odporuca sa pouzivat mikrotitracné dosticky NUNC-Polysorb.

Test by mal zahimiat negativnu kontrolu zemiakového extraktu a kontrolu fosfatového pufra
(PBS).

Ako pozitivha kontrola sa pouzije suspenzia s hustotou 10¢ buniek na 1 ml z kmena vhodnej
rasy alebo biovaru Ralstonia solanacearum. Test sa uskuto¢ni rovnako ako pri vzorke, ale
oddelene od vzoriek na mikrotitra¢nej dosticke.

3.1. Do mikroskimavky sa napipetuje 100 - 200 ul resuspendovaného peletu. Obsah
mikroskuimavky sa zahrieva Styri minuty pri teplote 100 °C. Potom sa mikroskumavka
polozi na Iad.

3.2. Prida sa alikvotny objem dvojnasobne silného uhli¢itanového krycieho pufra (¢ast D bod 5)
a premiesa sa.

3.3. Do najmenej dvoch jamiek mikrotitracnej dosticky sa da vzdy po 100 ul objemu zmesi.
Inkubuje sa jednu hodinu pri teplote 37 °C alebo cez noc pri teplote 4 °C.

3.4. Extrakty z jamiek sa celkom odstrania. Jamky sa vymyju trikrat fosfatovym pufrom (PBS)
s Tweenom (Cast D bod 5), pricom by posledny premyvaci roztok mal v jamkach zostat
aspon 5 minut.

3.5. Pripravi sa vhodné riedenie antiséra Ralstonia solanacearum v blokacnom (protilatkovom)
pufri (¢ast D bod 5). Do jamiek sa da po 100 ul riedeného antiséra.
Inkubuje sa jednu hodinu pri teplote 37 °C.

3.6. Antisérum z jamiek sa celkom odstrani. Jamky sa vymyju rovnakym sposobom, ako je uz
opisané (3.4.).

3.7. Pripravi sa vhodné riedenie konjugatu alkalickej fosfatazy v blokacnom pufri. Do jamiek
sa da po 100 pl riedeného konjugatu.
Inkubuje sa jednu hodinu pri teplote 37 °C.

3.8. Konjugat zjamiek sa celkom odstrani. Jamky sa vymyju rovnakym, uz opisanym
sposobom (3.4., 3.6.).

3.9. Pripravi sa substratovy alkalicky roztok fosfatazy (¢ast D bod 5). Pipetuje sa po 100 ul do
jamiek. Uchovava sa v tme pri laboratérnej teplote 30 az 60 minut.

3.10. Absorbancia sa odéita pri vinovej dizke 409 nm.
3.11. Vyhodnotenie vysledkov testu ELISA

Vysledok testu ELISA je negativny vtedy, ak je opticka hustota (OD) vzorky < 2 x OD
negativnej kontroly.

Vysledok testu ELISA je pozitivny vtedy, ak je opticka hustota (OD) vzorky > 2 x OD
negativnej kontroly.

4. Test PCR
(PodIa Seala et al., 1993)

Pri vSetkych krokoch pripravy vzorky aj vSetkych ostatnych ¢innostiach pri PCR sa musia
pouzivat Spicky pipiet s filtrom.

Ako pozitivna kontrola sa pripravi suspenzia kmena Ralstonia solanacearum rasy 3 biovaru 2
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s hustotou 10¢ buniek na 1 ml. Test pri tejto kontrole sa uskutoc¢ni tplne rovnakym postupom
ako pri vzorke.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

Napipetuje sa 100 pl resuspendovaného peletu do mikroskumavky. Alternativnhe mozno
pipetovat 90 ul resuspendovaného peletu do mikroskiimavky, ktora obsahuje 10 ml
0,5 mol.I* NaOH. MieSa sa opakovanym prevracanim mikroskiimavky.

Zahrieva sa 4 minuty pri teplote 100 °C. Mikroskiimavka sa potom ihned premiestni na
lad.

Pripravia sa minimalne dve decimalne riedenia, napr. 1/10 a 1/100, alebo v pripade
potreby viacnasobneé v sterilizovanej destilovanej vode alebo ultracistej vode (UPW).

V sterilnej skiumavke sa pripravi reakéna zmes pre PCR (¢ast D bod 6) tak, Ze sa pridavaju
nasledujuce zlozky v tomto poradi:

4.4.1. Pre reakény objem 50 ul:

Zlozka Mnozstvo Koneéna koncentracia
sterilizovana destilovana voda 30,8 az 33,8 pl

alebo UPW

10 x PCR pufer 5,0 pl 1x

d-ATP 1,0 pl 0,2 mmol.1!
d-CTP 1,0 pl 0,2 mmol.l'!
d-GTP 1,0 pl 0,2 mmol.1"!
d-TTP 1,0 pl 0,2 mmol.l?
Primer OLI-1 (20 pM) 2,5 pl 1 mol.I'!
Primer Y-2 (20 pM) 2,5pl 1 mol.I'!

Taqg-polymeraza (5 U/pl) 0,2 pl 1,00
Celkovy objem 45 az 48 pl

4.4.2. Pre viac reakcii
Treba vypocitat mnozstvo kazdej zlozky pre pozadovany pocet reakcii.
ZlozKky sa zmieSaju a 45 az 48 ul zmesi sa da do sterilnych skimaviek na PCR.

Skuimavky s reakénou zmesou PCR sa polozia na lad.

4.4.3. Pre reakcny objem 25 ul

Mnozstvo zloziek sa zodpovedajucim spdsobom zmensi.
PCR amplifikacia

4.5.1. Fakultativne: Skumavky s povarenou vzorkou a pozitivnou kontrolou sa odstredia na
pulznej centrifuge.

Do skuimaviek s reakénou zmesou PCR sa prida v uvedenom poradi 2 - 5 ul
vzorky, vodna kontrola a pozitivna kontrola. Skumavky sa postavia do ohrievacieho
bloku termocyklera DNA.

4.5.2. Spusti sa nasledujtici program

1 cyklus

a) 2 minuty pri teplote 96 °C (denaturacia matrice);

50 cyklov
b) 20 sekund pri teplote 94 °C (denaturacia),
c) 20 sekund pri teplote 68 °C (pripajanie primerov),
d) 30 sekund pri teplote 72 °C (predlzovanie kopie);
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4.5.3.

1 cyklus

e) 10 minut pri teplote 72 °C (dalSie predlzovanie kopie);

1 cyklus
f) uchovavat pri teplote 4 °C.

Tieto parametre sa vzfahuju na teplotny cykler Perkin Elmer 9600. Pri inych
termocykleroch je pripadne nevyhnutna vrstva mineralneho oleja v reakcnej
skumavke PCR alebo zmena trvania v amplifikacnom profile.

Skumavky sa vyberui z termocyklera. Analyzuje sa PCR produkt. Ak sa to neda

uskutocnit hned, ulozia sa skiimavky na pouzitie v tom istom dni pri teplote 4 °C
a na neskorsie pouzitie sa skladuju pri teplote —18 °C.

4.6. Analyza PCR produktu

Fragmenty PCR sa detekuju agarézovou gélovou elektroforézou a sfarbenim
ethidiumbromidom.

4.6.1.

4.6.2.

4.6.3.

4.6.4.

4.6.5.

4.6.6.

4.6.7.

4.6.8.
4.6.9.

Pripravi sa vhodny agar6ézovy gél tak, Ze agar6za sa opatrne povari
v elektroforetickom tris-octanovom pufri (TAE).

Rozvarena agar6za sa ochladi na teplotu asi 50 — 60 °C, naplni sa nou gélova
nalievacia komora elektroforetickej aparatury a nasadi sa hreben. Roztok sa necha
stuhnut.

Hreben sa vyberie. Gél sa ponori do pufra TAE tak, aby bol pokryty vrstvou pufra
silnou asi 2 — 3 mm.

Na parafilm sa nanesie kvapka nanasacieho pufra s objemom 3 pl. Prida sa 12 ul
PCR produktu zo vzoriek, z pozitivnej kontroly alebo vodnej kontroly a pred
naplnenim sa zamieSa jemnym odsatim do Spicky pipety. Uvedené objemy sa mozu
v zavislosti od kapacity jamiek v agar6zovom géli upravit.

Jamky v géli sa opatrne naplnia. Do najmenej jednej jamky sa da na porovnanie
prislusny DNA marker.

Elektroforeticka aparatura sa pripoji k napajaciemu zdroju. Elektroforéza sa robi
pri hodnotach 5 az 8 V.cm!, pokial sa ¢elo znaceného indikatora nebude nachadzat
vo vzdialenosti do 1 cm od konca gélu.

Vypne sa privod prudu do elektroforetickej aparatury. Gél sa opatrne vyberie
a necha 30 - 45 minut presycovat roztokom ethidiumbromidu.

(Pri manipulacii s ethidiumbromidom, ktory je silno mutagénnou latkou, sa
pouzivaju vzdy jednorazoveé rukavice.)

Farbivo z gélu sa vymyva v destilovanej vode 10 az 15 minut.

Zosilneny fragment DNA sa zviditelni ultrafialovou transiluminaciou. PCR produkt
Ralstonia solanacearum s primermi OLI-1 a Y-2 ma dlzku 288 parov baz. Porovna
sa s DNA markerom a s pozitivnhou kontrolou.

(Vodna kontrola musi byt v kazdom pripade negativna. Ak by vychadzala ako
pozitivna, musi sa test opakovat.)

4.6.10. G¢él mozno z dokumenta¢nych dévodov vyfotografovat.

4.6.11. Pravost zosilneného fragmentu sa potvrdi analyzou restrikénych fragmentov (REA).

4.7. Analyza restrikénym enzymom (REA)

4.7.1.

4.7.2.

8,5 ul PCR produktu (4.5.3.) sa da do novej mikroskiimavky. Prida sa 1 ul 10x
enzymového pufra a 0,5 ul restrikéného enzymu Avall.

MieSa sa jemnym fukanim do Spicky pipety. Ak na stenach mikroskumavky
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4.8.

zostavaju kvapocky, vzorka sa pulznym spoésobom odstredi v mikroodstredivke.
Udrzuje sa asi hodinu pri teplote 37 °C.

4.7.3. Digerovany fragment PCR sa analyzuje ako predtym (4.6.) agar6zovou gélovou
elektroforézou.

Vyhodnotenie vysledkov testu PCR

Test PCR je negativny, ak nebol dokazany charakteristicky 288 bp fragment a tento
fragment bol pritom detekovany v pozitivnom kontrolnom kmeni Ralstonia solanacearum.

Test PCR je pozitivny, ak bol dokazany 288 bp fragment a analyza REA ukazuje, Ze
amplifikovany fragment je identicky s pozitivnym kontrolnym kmenom Ralstonia
solanacearum.

5. Selektivny platnovy rozter

(Podla Elphinstona et al., 1996)

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

Test sa vykona vhodnou zriedovacou platniovou technikou rozterov, napriklad

5.1.1. Pripravia sa minimalne dve desatinné riedenia, t. j. 1/10 a 1/100 alebo viac riedeni
resuspendovaného peletu v peletovom pufri. Odmerany Standardny objem (50 az 100
pl) resuspendovaného peletu a kazdého riedenia sa napipetuje na modifikované
selektivne SMSA médium (¢ast D bod 7) a sklenou ty¢inkou sa rozprestrie po celej
ploche média.

Ak sa to ukaze ako ucCelné, treba 10 ul ockom vykonat zriedovaci rozter
resuspendovaného peletu. Medzi roztermi sterilizovat ocko plamenom.

5.1.2. Odmerany Standardny objem (50 az 100 nl) resuspendovaného peletu sa nanesie na
modifikované selektivne SMSA médium a sklenou tyc¢inkou sa rozotrie na najmenej
dve dalsie platne s modifikovanym substratom SMSA.

Rovnakou zriedovacou platniovou technikou rozteru sa nanesie suspenzia virulentného
kmena Ralstonia solanacearum rasa 3 biovar 2 s hustotou 10¢ buniek v 1 ml na pozitivhu
kontrolu na sadu samostatnych platni s modifikovanym SMSA médiom.

Platne sa nechajua inkubovat pri teplote 28 °C. Po 3 dnoch sa urobi prva kontrola platni. Pri
negativnom naleze sa necha inkubovat dalej, az do 6 dni. Virulentné izolaty Ralstonia
solanacearum vytvaraju mlie¢nobiele, ploché, nepravidelné a fluidné kolénie, ktorych stred
je ¢erveno az purpurovo sfarbeny s pruzkami alebo so Spiralkami.

Kolénie s charakteristickou morfologiou sa prevadzaju preockovanim do éistej kultury na
univerzalnom médiu (¢ast D bod 1).

Cisté kultary sa identifikuju (cast B bod 4.1.) a kultury Ralstonia solanacearum sa
potvrdia testom patogenity (¢ast B bod 4.3.).

Vyhodnotenie vysledkov testu selektivneho platnového rozteru

Test selektivneho platniového rozteru je negativny, ak sa po Siestich drnioch nedaju
izolovat ziadne kolonie baktérii, alebo ak nie su izolované Ziadne charakteristické kolénie
Ralstonia solanacearum, za predpokadu, Ze sa nepredpoklada inhibicia koloniami inych
baktérii a ze v pozitivnych kontrolach neboli najdené charakteristické kolonie Ralstonia
solanacearum.

Test selektivheho platniového rozteru je pozitivny, ak boli izolované charakteristické
kolénie Ralstonia solanacearum.

6. Biotest

(Podla Janseho, 1988)

6.1.

Pre kazdu vzorku je potrebné pouzit 10 testovacich rastlin nachylnych semenacikov
rajciaka (odr. Money Maker) alebo baklazanu (odr. Black Beauty) v Stadiu tretieho listu.
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Testované rastliny pred o¢kovanim 24 hodin nepolievat.

6.2. 100 ul resuspendovaného peletu sa rozdeli na testované rastliny. Inokuluje sa stopka
medzi posvami na jednom alebo viacerych dalsich miestach.

6.3. Rovnakou technikou sa naockuje 10 semenacikov suspenziou virulentného kmena
Ralstonia solanacearum rasa 3 biovar 2 s hustotou 10¢ buniek v 1 ml na pozitivhu
kontrolu a peletovym pufrom na negativnu kontrolu.

Aby sa predislo krizovej kontaminacii, oddelia sa pozitivne kontrolné rastliny od
ostatnych.

6.4. Testované rastliny sa nechaju dalej rast pri teplotach 22 az 28 °C a pri vysokej relativne;j
vzdusnej vlhkosti aZ do 4 tyzdnov. Denne sa rastliny polievaju. Sleduje sa pritomnost
priznakov vadnutia, epinastie, chlorézy alebo zakrpatenia.

6.5. Z infikovanych rastlin sa urobi izolacia (Gast B). Identifikuju sa C¢isté kultury
s charakteristickou morfolégiou (¢ast B. bod 4.1.) a kultury Ralstonia solanacearum sa
potvrdia testom patogenity (cast B. bod 4.3.).

6.6. V pripade potreby sa preskiima, ¢i tie testované rastliny, ktoré nevykazuju ziadne priznaky
infekcie, neboli infikované. Z kazdej testovanej rastliny sa odoberie 2 cm nad miestom
naockovania 1 cm dlhy usek stonky. Odobrané c¢asti pletiv sa homogenizuju v maceracnom
pufri. Vykona sa test zriedovacou platiiovou technikou (¢ast C. bod 5.1.). V pripade
pozitivneho nalezu sa identifikuju ¢isté kultury s charakteristickou morfolégiou (¢ast B.
bod 4.1.) a pozitivne kultiiry sa potvrdia vykonanim testu patogenity (cast B. bod 4.3.).

6.7. Vyhodnotenie vysledkov biotestu

Vysledok biotestu je negativny, ak rastliny nie su infikované Ralstonia solanacearum, za
predpokladu, Ze pritomnost baktérii Ralstonia solanacearum bola zistena v pozitivinych
kontrolach.

Vysledok biotestu je pozitivny, ak su testované rastliny infikované baktériami Ralstonia
solanacearum.

7. Obohacovaci test

(PodIa Elphinstona et al., 1996)

7.1. 100 ul resuspendovaného peletu sa prenesie do 3 ml modifikovaného bujéonu média SMSA
(¢ast D bod 7).

7.2. Necha sa inkubovat 48 hodin, ale v Ziadnom pripade nie dlhsie ako 72 hodin, pri teplote 28
°C, a to pri odkrytom uzavere skiumavky, aby sa zabezpecilo vetranie.

7.3. Skumavka sa uzavrie vieCkom a pretrepe sa. Rozdelit mnozstvo pre test IF (bod 2), pre test
ELISA (bod 3) alebo test PCR (bod 4).

8. Test patogenity
Plati pren postup uvedeny v ¢asti B bode 4.3.
CAST D
Priprava testovacich materialov, zZivnych p6d, pufrov, inych roztokov a ¢inidiel
1. Zivné média na izolaciu a kultivaciu Ralstonia solanacearum
1.1. Zivny agar (NA)
zivny agar (Difco) 23 g

destilovana voda 11

V litrovej banke sa pripravi 0,5 litra objemu média.
Zlozky sa rozpustia.

Sterilizuje sa 15 minut v autoklave pri teplote 121 °C.
Ochladi sa na 50 °C. Rozleje sa na platne.

1.2. Kvasniéno-peptonovo-glukozovy agar (YPGA)



Strana 26 Zbierka zakonov Slovenskej republiky 66/2004 Z. z.
kvasni¢ny extrakt (Difco) 5g
baktopepton (Difco) 58
monohydrat D (+) glukozy 10g
baktoagar (Difco) 15¢g
destilovana voda 11
V litrovej banke sa pripravi 0,5 litra objemu média.

ZloZKy sa rozpustia.

Sterilizuje sa 15 minut v autoklave pri teplote 121 °C.

Ochladi sa na 50 °C. Rozleje sa na platne.

1.3. Sacharé6zo-peptonovy agar (SPA)

sacharoza 20g
pepton 58
K,BPO, 05¢g
MgSO,. 7 H,0 0,25¢g
baktoagar (Difco) 15g
destilovana voda 11

V litrovej banke sa pripravi 0,5 litra objemu média.

Zlozky sa rozpustia. V pripade potreby sa upravi pH na 7,2 - 7,4.

Sterilizuje sa 15 minut v autoklave pri teplote 121 °C.
Ochladi sa na 50 °C. Rozleje sa na platne.
1.4. Kelmanovo tetrazoliové médium

kyseliny kazminové (Difco)
10 g dextréza

15 g destilovana voda

V litrovej banke sa pripravi 0,5 litra objemu média.
V pripade potreby sa upravi pH na 7,0. ZloZKy sa rozpustia.
Sterilizuje sa 15 minut v autoklave pri teplote 121 °C.

Ochladi sa na 50 °C. Prida sa sterilizovany vodny roztok trifenyl-tetrazoliumchloridu (Sigma)
az do dosiahnutia kone¢nej koncentracie 50 mg.1'!. Rozleje sa na platne.

Material na pripravu vzoriek

2.1. Macera¢ny pufer: 50 mmol.l"! fosfatovy pufer, pH 7,0
Tento pufer sa pouziva na macerovanie pletiv.

1 g baktopepton
(Difco)

5 g baktoagar
(Difco)

11

Na,HPO, 4,26 g

KH,PO, 2,72 ¢

NaCl 8g

destilovana voda 11

Zlozky sa rozpustia a skontroluje sa pH. Podla potreby sa vykona alikvotacia.

Sterilizuje sa v autoklave 15 minut pri teplote 121 °C.

Pri vykonavani priameho testu PCR sa odporuca pridat 5 % polyvinylpyrolidonu MWT (PVP-40),

aby sa znizil rozsah inhibicie amplifikacie aromatickymi molekulami v extrakte.

Pri pouziti homogeniza¢nych metéd pomocou Waring Blender alebo Ultra Turrax

na maceraciu vykrojeného pletiva zemiaka sa odporuca pridat deflokula¢ny prostriedok,

prostriedok proti tvorbe peny alebo antioxidantu.

lubrolové vlocky 0,5g.l!

protipenivy DC-silikon 1O
mlI!

tetrapyrofosfat sodny 1,0 g.I'!

Autoklavuje sa oddelene. Pridava sa az do dosiahnutia ziadanej koncentracie.

2.2. Peletovy pufer: 10 mmol.l"!1 fosforeénanovy pufer, pH 7,2

Tento pufer sa pouziva na resuspendovanie a riedenie peletu ziskaného

z pupkovych koncov zemiakovych hlaz.

Na,HPO, . 12 H,O 2,78

KH,PO, . 2 H,0 04g

NacCl 8g

destilovana voda 11

Zlozky sa rozpustia a skontroluje sa pH. Podla potreby sa vykona alikvotacia.
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Sterilizuje sa v autoklave 15 minut pri teplote 121 °C.

3. Material na test IF

3.1. IF pufer: 10 mmol.l"! fosfore¢nanovy pufer (PBS), pH 7,2
Tento pufer sa pouziva na riedenie antiséra.

Na,HPO, . 12 H,O 2,78
KH,PO, . 2 H,O 04g
NacCl 8¢g
destilovana voda 11

Latky sa rozpustia a skontroluje sa pH. Podla potreby sa vykona alikvotacia.
Sterilizuje sa v autoklave 15 minut pri teplote 121 °C.

3.2. IF pufer Tween
Tento pufer sa pouziva na umytie podloznych sklicok. K IF pufru sa pridava 0,1 % Tween.

3.3. 0,1 mol.l'! fosfore¢nanovy pufer s glycerolom, pH 7,6
Tento pufer sa pouziva na zvysSenie fluorescencie ako krycia tekutina
na polickach IF podlozného sklicka.

Na,HPO, . 12 H,O 32¢g
Na,HPO, . 2 H,O 0,15¢g
glycerol 50 ml
destilovana voda 100 ml

4. Stanovenie stupna kontaminacie v teste IF

Plocha S jedného pola na podloznom sklicku s viacerymi jamkami
2
nD (1)

S

pricom D = priemer pola.

Plocha s pola objektivu
2
nd

kde d = priemer pola objektivu.

S = (2)

Hodnota d sa stanovi bud priamym meranim, alebo na zaklade nasledujucich vzorcov

.1 (3)

- G?K?.4

S

kde: i = koeficient pola (zavisi od typu okulara mikroskopu a moéze mat hodnotu od 8 do
24),

K = tubusovy koeficient (1 alebo 1,25),

G = zvacSenie objektivu (100-nasobné, 40-nasobné a pod.).
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Zo vzorca ¢. 2

a=- |2 (4)

U

Zo vzorca ¢c. 3

i’

d G>K?.4 i
T GK

I
I

Zisti sa pocet typickych fluoreskujucich buniek v jednom poli c.

Vypocita sa pocet typickych fluoreskujucich buniek v celom poli (C).

C=c§
S

Vypocita sa pocet typickych fluoreskujucich buniek na jeden ml peletu (N).

1000
y

kde: y = objem peletu na poli podlozného sklicka,

N=C——-

F = zriedovaci faktor peletu.
5. Material na test ELISA
5.1. Uhli¢itanovy kétovaci pufer, pH 9,6

Na,CO4 6,36 g
NaHCO4 11,72 g
destilovana voda 11

Zlozky sa rozpustia a zmeria sa pH. Podla potreby sa vykona alikvotacia.

Sterilizuje sa v autoklave 15 minut pri teplote 121 °C.

Ak extrakt obsahuje vysoky podiel aromatickych molektl, mozno pridat siri¢itan sodny
s konecnou koncentraciou 0,2 % ako antioxidant.

5.2. Premyvaci pufer (PBS) (koncentrovany 10x), pH 7.4
NaCl 80g
KH,PO, 2g
a2HPO4. 12 H2O 29¢g
KCl 2g
destilovana voda 11

Zlozky sa rozpustia a zmeria sa pH.

Sterilizuje sa v autoklave 15 minut pri teplote 121 °C.
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Podla potreby sa riedi 10x.
5.8. Fosfore¢nanovy pufer s Tweenom (PBS-T)

10x PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
destilovana voda 895 ml
5.4. Konjugacny pufer (musi sa pouzit ¢erstvy)
10x PBS 10 ml
polyvinylpropyrolidon 44000 MWT (PVP-44) 20g
10 % Tween 20 05g
suSené mlieko 05¢g
doplnit destilovanou vodou do 100 ml
5.5. Substratovy roztok pH 9,8
diethanolamin 97 ml
destilovana voda 88 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 5 mg tablety p-NPP substratu fosfatazy (Sigma).
6. Material na test PCR

6.1. Sekvencia oligonukleotidovych primerov

Primer OLI-1 5" - GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC - 3~

Primer Y-2 5" - CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT - 3°

Potrebné chemikalie pozri Seal et al., 1993.

7. Material na selektivny platniovy rozter a na obohacovaci test

7.1.Selektivny substrat SMSA
(Podla Engelbrechta, 1994, modifikované podla Elphinstona et al., 1996)
Zakladny substrat:
kazeinovy hydrolyzat (Difco) lg
baktopepton (Difco) 10g
glycerol 5ml
agar (Difco) 15g
destilovana voda 11
V litrovej banke sa pripravi 0,5 1 substratu.
Zlozky sa rozpustia a skontroluje sa hodnota pH.
V pripade potreby sa pred autoklavovanim ustali hodnota pH na 6,5.
Pri pH nad 7,0 nerastie Ralstonia solanacearum na tomto substrate dobre.
Sterilizuje sa v autoklave 15 minut pri teplote 121 °C.
Ochladi sa na 50 °C.
Na dosiahnutie kone¢nych koncentracii sa pridaju nasledujuce zlozky (vSetky od firmy Sigma):
krystalova violet 5 mg.1"!
polymixin-B-sulfat 100 mg.I'! (cca 600 000 jednotiek) Sigma P-1004
bacitracin 25 mg.1'! (cca 1 250 jednotiek) Sigma P-0125
chloramfenikol 5 mg.1"! Sigma C-3175
penicilin-G 0,5 mg.l'! (cca 825 jednotiek) Sigma P-3032

tetrazoliové soli 50 mg.1"!

Zlozky sa rozpustia v 70 % etanole na koncentracie uvedené pre objem pripravovaného média.
Niektoré, ako je napriklad polymixin alebo chloramfenikol, treba pritom Iahko zahriat a pretrepat.

V pripade potreby mozno kontaminaciu saprofytickymi baktériami znizit zvySenim koncentracie bacitracinu na
300 ppm bez toho, Ze by tym bolo negativne ovplyvnené izolovanie Ralstonia solanacearum.

7.2. SMSA-tekuta zivna poda

(Podla Elphinstona et al., 1996)
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Priprava ako pri selektivnom substrate SMSA, ale bez agaru alebo bez tetrazoliovych soli.
Naplni sa alikvotné mnozstvo 3 ml do 30 ml jednorazovej univerzalnej skiimavky.
CASTE
Uchovavanie a skladovanie vzoriek

1. Kazda podozriva vzorka, v ktorej bol identifikovany skriningovymi testami pozitivny vysledok,
pricom sa po ukonceni testovania ocakava bud potvrdenie, alebo nepotvrdenie pozitivneho
testu, musi byt zadrzana alebo primerane zakonzervovana az do skoncenia laboratérneho
testovania

1.1. pokial je to mozné davka, z ktorej bola odobrata vzorka, alebo jej ¢ast v povodnom baleni
s etiketou,

1.2. zvysna cast vzoriek,

1.3. zvySné extrakty a dalS$i material upraveny na vykonanie skriningovych testov,
napr. podlozné sklicka na imunofluorescencny test,

1.4. vsetky prislusné doklady.

2. V pripade potvrdenia vyskytu hnedej hniloby v trvani najmenej jedného mesiaca po postupe
oznamovania podla § 5 ods. 2 sa musi zachovat

2.1. material uvedeny v bode 1,

2.2. vzorka infikovanych rastlin rajéiaka alebo baklazanu naockovanych peletom z hluz alebo
rastlin,

2.3. izolovana kultura Ralstonia solanacearum.
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Priloha ¢. 3
k nariadeniu vlady ¢. 66/2004 Z. z.

Miesta odberu vzoriek na potvrdenie zdroja a rozsahu kontaminacie

Testovanie uvedené v § 5 ods. 1 pism. a) bode 1 sa v jednotlivych pripadoch tyka

a) miest produkcie

b)

1.

kde sa pestuju alebo sa pestovali zemiaky, ktoré st1 klonovo pribuzné so zemiakmi, ktoré boli
oznacené za kontaminované hnedou hnilobou,

. kde sa pestuju alebo sa pestovali raj¢iaky pochadzajuce z rovnakého zdroja ako rajc¢iaky,

ktoré boli oznacené za kontaminované hnedou hnilobou,

. kde sa pestuju alebo sa pestovali rajciaky alebo zemiaky, pri ktorych je nebezpecenstvo

pravdepodobnej kontaminacie hnedou hnilobou,

. kde sa pestuju alebo sa pestovali zemiaky, ktoré st klonovo pribuzné so zemiakmi, ktoré boli

pestované na miestach produkcie, ktoré boli oznacené za kontaminované hnedou hnilobou,

. kde sa pestuju alebo sa pestovali rajciaky alebo zemiaky a ktoré lezia v susedstve

napadnutych miest produkcie vratane tych, kde boli priamo alebo prostrednictvom
spolocného zmluvného partnera pouzivané polnohospodarske stroje alebo zariadenia,

na ktorych bola na zavlaZovanie alebo postrekovanie pouzivana povrchova voda zo zdrojov,
pri ktorych bola dokazana kontaminacia hnedou hnilobou alebo pri ktorych existuje
podozrenie na kontaminaciu hnedou hnilobou,

na ktorych bola na zavlazovanie alebo postrekovanie pouzivana povrchova voda zo zdrojov
pouzivanych v mieste produkcie, pri ktorych bola dokazana kontaminacia hnedou hnilobou
alebo pri ktorych existuje podozrenie na kontaminaciu hnedou hnilobou,

ktoré su zaplavené alebo boli zaplavené povrchovymi vodami, pri ktorych sa ukazalo, Ze su
kontaminované hnedou hnilobou, alebo pri ktorych existuje podozrenie na kontaminaciu
hnedou hnilobou a

povrchovej vody pouzivanej na zavlazovanie alebo postrek pola alebo poli a miesta alebo miest
produkcie, pri ktorych bola dokazana kontaminacia hnedou hnilobou, alebo ktora tieto polia
a miesta produkcie zaplavila.
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Priloha ¢. 4
k nariadeniu vlady ¢. 66/2004 Z. z.

Podrobnosti na stanovenie pravdepodobnej kontaminacie a mozného Sirenia
hnedej hniloby

1. Pri stanovovani rozsahu pravdepodobnej kontaminacie podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 3 a pism.
¢) bodu 3 sa podla vhodnosti prihliada na

1.1. uvedeny rastlinny material pestovany na mieste produkcie, ktoré bolo podla § 5 ods. 1
pism. a) bodu 2 oznacené za kontaminované hnedou hnilobou,

1.2. miesto alebo miesta produkcie s produkénym prepojenim na uvedeny rastlinny material
oznaceny podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 2 za kontaminovany hnedou hnilobou vratane
miest, ktoré priamo alebo prostrednictvom spolocného zmluvného partnera pouzivali
vyrobné stroje alebo zariadenia,

1.3. uvedeny rastlinny material, ktory bol pestovany na mieste alebo miestach produkcie
uvedenom v bode 1.2. alebo bol pritomny na takomto mieste alebo miestach produkcie
v case, ked sa na tomto mieste produkcie vyskytol rastlinny material oznaceny za
kontaminovany hnedou hnilobou podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 2,

1.4. sklady, v ktorych sa manipulovalo s rastlinnym materialom z uvedenych miest produkcie,

1.5. vsSetky strojové zariadenia, vozidla, lode, skladovacie priestory alebo ich casti a akékolvek
iné predmety vratane obalového materialu, ktoré mohli prist do styku s rastlinnym
materialom, ktory bol podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 2 oznaceny za kontaminovany
hnedou hnilobou,

1.6. akykolvek rastlinny material, ktory bol v styku so zariadeniami alebo objektmi uvedenymi
v bode 1.5. alebo v nich bol uskladneny pred ich dezinfekciou alebo vyc¢istenim,

1.7. v dosledku testovania podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 1, v pripade zemiakov, tie hluzy
alebo rastliny, ktoré maju pribuzensky klonovy pomer k rastlinnému materialu, ktory bol
podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 2 oznaceny za kontaminovany a v pripade rajciakov tie
rastliny, ktoré pochadzaju z rovnakého osiva ako dany rastlinny material a pri ktorych sa
i v pripade negativneho vysledku testovania pritomnosti patogéna na zaklade klonovej
pribuznosti kontaminacia hnedou hnilobou zda pravdepodobna,

1.8. miesto alebo miesta produkcie uvedeného rastlinného materialu spominaného v bode
1.7.,

1.9. miesto alebo miesta produkcie uvedeného rastlinného materialu, na ktorom sa na
zavlazovanie alebo postrek pouzivala voda, ktora bola podla § 5 ods. 1 pism. c) bodu 2
oznacena za kontaminovanu hnedou hnilobou,

1.10. uvedeny rastlinny material vyprodukovany na poliach, ktoré boli zaplavené povrchovou
vodou, v ktorej bola dokazana kontaminacia hnedou hnilobou.

2. Pri stanovovani mozného Sirenia hnedej hniloby podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 4 a pism. c)
bodu 3 sa prihliada na

a) v pripadoch podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 4
1. blizkost k inym miestam produkcie, na ktorych sa rastlinny material pestuje,
2. beznu produkciu a pouzitie porastov sadivovych zemiakov,

3. miesta produkcie, na ktorych sa rastlinny material zavlazuje alebo postrekuje povrchovou
vodou v pripadoch, ked existuje alebo existovalo nebezpecenstvo odplavenia povrchovej
vody alebo zaplavenia povrchovou vodou z miest produkcie, ktoré boli podla § 5 ods. 1
pism. a) bodu 2 oznacené za kontaminované hnedou hnilobou,

b) v pripadoch, ked bola povrchova voda oznacena za kontaminovanu hnedou hnilobou podla
§ 5 ods. 1 pism. c) bodu 2

1. miesto alebo miesta produkcie, kde sa uvedeny rastlinny material pestuje bezprostredne
vedla povrchovej vody oznacenej za kontaminovanu hnedou hnilobou alebo ktoré moze
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byt touto povrchovou vodou zaplavené,

2. kazdu samostatnu zavlazovaciu nadrz, ktora je spojena s povrchovou vodou oznacenou za
kontaminovanu hnedou hnilobou.

3. Medzi podrobnosti oznamenia uvedeného v § 5 ods. 2 patri

3.1. datum oznamenia podozrenia na vyskyt podla § 4 a datumy odberu vzoriek a, podla
vhodnosti, potvrdenia pritomnosti hnedej hniloby podla § 5,

3.2. opis oznacenej kontaminacie a vymedzenia bezpecnostného pasma.
4. Medzi podrobnosti dodatocného oznamenia uvedeného v § 5 ods. 2 patri

4.1. pre kazdu zasielku alebo davku zemiakov oznacenu za kontaminovanu, fytocertifikat, ¢islo
rastlinného pasu alebo, podla vhodnosti, registracné c¢islo producenta zemiakov, zberného
skladu a zasielatelského centra,

4.2. pre kazdu zasielku alebo davku rajciakov oznacenu za kontaminovanu hnedou hnilobou,
fytocertifikat alebo ¢islo rastlinného pasu,

4.3. nazov odrody a oznacenie stupna mnozZenia sadivovych zemiakov a, podla mozZnosti, aj
v ostatnych pripadoch,

4.4. iné udaje tykajuce sa potvrdeného vyskytu hnedej hniloby, ktoré méze pozadovat komisia.
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Priloha ¢. 5
k nariadeniu vlady ¢. 66/2004 Z. z.

Opatrenia proti Sireniu hnedej hniloby

1. Za vhodné vyuzitie alebo zneskodnenie rastlinného materialu podla § 6 pod dohladom
kontrolného tstavu a so suhlasom zodpovedného organu krajiny, v ktorej sa zemiaky maju
balit alebo spracuvat v zariadeniach na zneskodnovanie odpadu, sa povazuje,

1.1. ak ide o zemiakové hluzy

1.1.1. vyuzitie ako konzumné zemiaky balené na miestach vybavenych vhodnymi
zariadeniami na zneSkodnovanie odpadu, pripravené na okamzita expediciu
a pouzitie bez potreby dalSieho prebalovania a urcené na takuto priamu expediciu
a pouzitie,

1.1.2. vyuzitie ako zemiaky na priemyselné spracovanie urcené na priamu a okamzita
dodavku do spracovatelského zariadenia vybaveného vhodnym zariadenim na
zneSkodnovanie odpadu,

1.1.3. iné vyuzitie alebo zneskodnenie, ak preukazatelne neexistuje Ziadne identifikovatelné
nebezpecenstvo Sirenia hnedej hniloby a po schvaleni kontrolného ustavu,

1.2. ak ide o iné casti rastlin vratane stoniek a listového odpadu
1.2.1. znicCenie,

1.2.2. iné vyuzitie alebo zneSkodnenie, ak preukazatelne neexistuje ziadne identifikovatelné
nebezpecenstvo Sirenia hnedej hniloby.

2. Vhodné metody dezinfekcie predmetov uvedenych v § 6, ktoré st kontaminované, zahinaju
vyCistenie a podla vhodnosti dezinfekciu tak, aby bolo zabezpecené, Ze neexistuje ziadne
identifikovatelné nebezpecenstvo Sirenia hnedej hniloby. Toto opatrenie musi byt vykonané pod
dohladom kontrolného tustavu.

3. Do skupiny opatreni, ktoré musi kontrolny tistav vykonat v bezpe¢nostnom pasme vymedzenom
podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 4 a pism. c¢) bodu 3, patria

3.1. v pripadoch, v ktorych boli miesta produkcie oznacené za kontaminované hnedou hnilobou
podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 2

3.1.1. na poli alebo v mieste produkcie, ktoré boli podla §5 ods. 1 pism. a) bodu 2
oznacené za kontaminované hnedou hnilobou, bud

3.1.1.1. minimalne pocas Styroch rokov nasledujucich po roku oznacenia
kontaminacie

3.1.1.1.1 uplatnovat opatrenia na likvidaciu samovysadby alebo samovysevu
rastlin zemiakov a rajciakov, ako aj inych hostitelskych rastlin
hnedej hniloby vratane burinného spolocenstva z ¢elade Iulkovité,

3.1.1.1.2 vynechat vysadbu alebo vysev

3.1.1.1.2.1 hlaz zemiakov alebo rastlin zemiakov,
3.1.1.1.2.2 rastlin rajciakov alebo osiva rajciaka,

3.1.1.1.2.3 prihliadajuc na biologiu hnedej hniloby,
) 3.1.1.1.2.3.1inych  hostitelskych  rastlin  hnedej

hniloby,

3.1.1.1.2.3.2 rastlinnych druhov zrodu Brassica, pri
ktorych preukazatelne existuje
nebezpecenstvo prezivania hnedej
hniloby,

3.1.1.1.2.4 plodin, pri ktorych preukazatelne existuje
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3.1.1.1.3

3.1.1.1.4

nebezpecenstvo Sirenia hnedej hniloby,

v prvom vegetacnom obdobi zemiakov a rajciakov po obdobi
uvedenom Vv bode 3.1.1.1.2. apod podmienkou, Zze miesto
produkcie bolo minimalne pocas dvoch pestovatelskych rokov pred
rokom vysadby bez rastlin zemiakov alebo rajciakov vyrastenych zo
samovysadby alebo samovysevu a bez inych hostitelskych rastlin
vratane burinného spolocenstva z celade Iulkovite,

3.1.1.1.3.1 v pripade  zemiakov pestovanie iba z uznanych
(certifikovanych) sadivovych zemiakov  urcéenych
vyluéne na produkciu konzumnych zemiakov,

3.1.1.1.3.2 vykonanie prieskumu vratane testovania podla § 3
ods. 1,

vo vegetacnom obdobi zemiakov a raj¢iakov nasledujicom po
vegetacnom obdobi uvedenom v bode 3.1.1.1.3. pri dodrzani
vhodného osevného postupu, v pripade zemiakov, pestovanie iba
z uznanych (certifikovanych) sadivovych zemiakov bud s cielom
produkovat sadivové zemiaky, alebo konzumné zemiaky
av pripade zemiakov a rajciakov vykonanie prieskumu pod
dohladom kontrolného tstavu podla § 3 ods. 1,

3.1.1.2. pocas piatich pestovatelskych rokov nasledujucich po roku oznacenia
pozemkov za kontaminované

3.1.1.2.1

3.1.1.2.2

3.1.1.2.3

uplatriovat opatrenia na likvidaciu samovysadby alebo samovysevu
rastlin zemiakov, rajciakov a inych hostitelskych rastlin hnedej
hniloby vratane burinného spolocenstva z celade Iulkovite,

nariaditf pocas prvych troch rokov tohto obdobia bud uhor, alebo
pestovanie obilnin alebo trvaly pasienok s castym kosenim alebo
intenzivhym spasanim, alebo pestovanie trav s cielom ziskania
semennej produkcie, po ktorych nasleduju dva roky pestovania
nehostitelskych rastlin, ktoré preukazatelne nepredstavuju ziadne
nebezpecenstvo prezitia alebo Sirenia hnedej hniloby,

v prvom vegetacnom obdobi zemiakov a raj¢iakov nasledujuicom po
obdobi uvedenom v bode 3.1.1.2.2. nariadit,

3.1.1.2.3.1 v pripade  zemiakov pestovanie iba z uznanych
(certifikovanych) sadivovych zemiakov, ato bud
s cielom  produkovat sadivové zemiaky, alebo
konzumné zemiaky,

3.1.1.2.3.2 vykonat prieskum vratane testovania podla § 3 ods. 1;

3.1.2. na inych miestach produkcie

3.1.2.1. v pestovatelskom roku nasledujucom po roku oznacenia miesta produkcie za
kontaminované hnedou hnilobou nariadit

3.1.2.1.1

3.1.2.1.2

vynechat vysadby zemiakovych hltuz alebo rastlin, alebo inych
hostitelskych rastlin hnedej hniloby, ako aj opatrenia na likvidaciu
samovysadby alebo samovysevu rastlin zemiakov a rajciakov, ako
aj inych hostiteIskych rastlin hnedej hniloby vratane burinného
spolocenstva z celade Tulkovité,

v pripade  zemiakovych  hltiz  pestovat iba z uznanych
(certifikovanych) sadivovych zemiakov vylu¢ne s cielom produkovat
konzumné zemiaky, a pod podmienkou, Ze kontrolny ustav
suhlasi, ze boli eliminované nebezpecenstva zemiakov a rajciakov
zo samovysadby alebo samovysevu a inych hostitelskych rastlin
hnedej hniloby vratane burinného spolo¢enstva z celade Iulkovité.
Porast sa vo vhodnych terminoch kontroluje a v pripade rastlin
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3.1.3.

zemiakov zo samovysadby sa vykonava testovanie na pritomnost
hnedej hniloby; v pripade zemiakov sa navySe kontroluju
i zozbierané hluzy,

3.1.2.2. pocas prvého pestovatelského roku nasledujuceho po pestovatelskom roku
uvedenom v bode 3.1.2.1. nariadit

3.1.2.2.1 v pripade zemiakov pestovanie iba z uznanych (certifikovanych)
sadivovych zemiakov s cielom produkcie sadivovych zemiakov
alebo konzumnych zemiakov,

3.1.2.3. minimalne pocas druhého pestovatelského roka, nasledujuceho po
pestovatelskom roku uvedenom v bode 3.1.2.2. nariadit,

3.1.2.3.1 v pripade zemiakov pestovanie iba z uznanych (certifikovanych)
sadivovych zemiakov alebo sadivové zemiaky, ktoré boli
vypestované pod dohladom kontrolného ustavu z uznanych
(certifikovanych) sadivovych zemiakov s cielom produkovat
sadivové alebo konzumné zemiaky,

3.1.2.4.v kazdom z pestovatelskych rokov uvedenych v bode 3.1.2.3. vykonat
opatrenia na odstranenie rastlin zo samovysadby alebo samovysevu
rajciakov a zemiakov, ako aj dalSich hostitelskych rastlin hnedej hniloby
vratane burinného spolocenstva z celade Iulkovité a vykonat prieskum
vratane testovania podla § 3 ods. 1 av pripade, Ze sa vysadzaju hluzy
zemiakov na produkciu sadivovych zemiakov aj vykonanie testovania hluz;

ihned po oznaceni miest produkcie za kontaminované podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu
2 avkazdom nasledujucom pestovatelskom roku az do prvého pripustného
pestovania zemiakov alebo rajciakov na poli oznacenom za kontaminované hnedou
hnilobou podla pismena a) vykonat

3.1.3.1.riadne vycCistenie a podla vhodnosti dezinfekciu vsSetkych strojov
a skladovacich zariadeni nachadzajucich sa na mieste produkcie, ktoré sa
pouzivaju pri produkcii zemiakov alebo rajciakov podla bodu 2,

3.1.3.2. pod dohladom kontrolného ustavu kontroly zavlazovacich a postrekovych
programov a, podla potreby vyhlasit zakaz zavlaZzovania a postrekov s cielom
zabranit Sireniu hnedej hniloby;

3.1.4. v mieste produkcie, ktoré bolo podla §5 ods. 1 pism. a) bodu 2 oznacené za

kontaminované hnedou hnilobou a pri ktorom je mozna uplna vymena
pestovatelského substratu,

3.1.4.1. vynechat vysadbu zemiakovych hluz alebo rastlin zemiakov alebo inych
hostitelskych rastlin hnedej hniloby vratane rastlin raj¢iakov a vysevu
semien rajciakov, pokial sa miesto produkcie pod dohladom kontrolného
ustavu nepodrobi opatreniam na znicenie hnedej hniloby a na odstranenie
vSetkého materialu z hostitelskych rastlin vratane minimalne jednej tplnej
vymeny pestovatelského substratu, vycistenia a, podla potreby, dezinfekcie
miesta produkcie a vSetkych zariadeni, pokial nebude nasledne kontrolnym
ustavom udeleny suhlas na pestovanie rajc¢iakov a zemiakov,

3.1.4.2.v pripade produkcie zemiakov pouzift uznané (certifikované) sadivové
zemiaky, minihluzy alebo meristémové kultary, ktoré pochadzaju
z testovanych zdrojov,

3.1.4.3. pod dohladom kontrolného ustavu kontroly zavlazovacich a postrekovych
programov, a podla potreby vyhlasit zakaz zavlaZzovania a postrekov s cielom
zabranit Sireniu hnedej hniloby.

3.2. Okrem uvedenych opatreni sa v bezpecnostnom pasme odporuca oddelena manipulacia so
zozbieranymi sadivovymi a konzumnymi zemiakmi a zriadenie programu obnovy vsSetkych
sadivovych zemiakov pocas primeraného ¢asového obdobia.

4. V pripade oznamenia od iného clenského statu, Ze hrozi kontaminacia rastlinného materialu
alebo povrchovej vody na tzemi Slovenskej republiky z tohto ¢lenského Statu, bez vplyvu na
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opatrenia uvedené v bode 3, je kontrolny tstav vo vymedzenej bezpecnostnej zéone povinny

4.1. minimalne pocas troch pestovatelskych rokov mnasledujucich po roku oznacenia
prislusnych pozemkov za kontaminované hnedou hnilobou

4.1.1. v pripadoch, ked bolo bezpecnostné pasmo vymedzené podla § 5 ods. 1 pism. a)
bodu 4

4.1.1.1. vykonavat kontrolu prevadzok, ktoré pestuju, skladuju alebo manipulujua so
zemiakmi alebo raj¢iakmi, ako aj prevadzok, ktoré na zmluvnom zaklade
obsluhuju strojové zariadenia pouzivané pri produkcii zemiakov a rajciakov,

4.1.1.2.vyzadovat ¢istenie a podla vhodnosti dezinfekciu strojovych zariadeni
a skladov tychto podnikov vhodnym spdsobom uvedenym v bode 2,

4.1.1.3.vyzadovat, aby boli vSetky porasty zemiakov vysadzané vylucne z uradne
certifikovaného sadiva, alebo aby bolo pouzivané sadivo vypestované pod
uradnou kontrolou a aby sadivové zemiaky, ktoré boli pestované na
miestach produkcie, ktoré boli podla § 5 ods. 1 pism. a) bodu 3 oznacené
ako pravdepodobne kontaminované, boli po zbere testované,

4.1.1.4.vyzadovat vo vsSetkych podnikoch nachadzajucich sa v bezpeénostnom
pasme oddelenti manipulaciu so zozbieranymi sadivovymi a konzumnymi
zemiakmi,

4.1.1.5. vykonat prieskum podla § 3 ods. 1;

4.1.2. v pripadoch, ked bola povrchova voda oznac¢ena za kontaminovanu podla § 5 ods. 1
pism. c) bodu 2 alebo ked sa na povrchovu vodu prihliada pri stanovovani mozného
Sirenia hnedej hniloby podla bodu 2 prilohy ¢. 4

4.1.2.1.vykonat kazdorocne prieskum vratane odberu vzoriek povrchovej vody
a hostitelskych rastlin z ¢elade Tulkovité v tychto zdrojoch vody a testovanie
v sulade

4.1.2.1.1 s vhodnou metoédou uvedenou v prilohe ¢. 2 na uvedeny rastlinny
material, alebo

4.1.2.1.2 s inou schvalenou metodou v ostatnych pripadoch,

4.1.2.2. zaviest kontroly programov zavlaZovania a postrekovania vratane vyhlasenia
zakazu zavlazovania a postrekovania uvedeného rastlinného materialu a,
podla vhodnosti, inych hostitelskych rastlin vodou oznacenou za
kontaminovanu s cielom zabranit rozsirovaniu hnedej hniloby; tento zakaz
mozno nasledne prehodnotit na zaklade vysledkov kazdoro¢ného prieskumu,

4.1.2.3. zaviest v pripade kontaminacie odpadovych vo6d kontrolu zneSkodnovania
odpadovych vod z prevadzkovych priestorov podnikov priemyselného
spracovania a balenia, ktoré manipuluji s uvedenym rastlinnym
materialom;

4.2. zriadit podla potreby program obnovy vsetkych sadivovych zemiakov pocas primeraného
c¢asového obdobia.

5. Zariadenia na zneSkodnovanie odpadov pod dohladom kontrolného ustavu podla § 6 ods. 1
pism. c¢) bodu 4 musia dodrziavat nasledujuce ustanovenia, aby sa vylucilo nebezpecenstvo
Sirenia hnedej hniloby:

5.1. odpady zo spracovania zemiakov a rajciakov vratane vyhodenych zemiakov, zemiakovych
Supiek a rajciakov, ako aj iné tuhé odpady spojené s rajciakmi a zemiakmi musia byt
znesSkodnované

5.1.1. hlbokym zahrabanim materialu do skladok, pri ktorych neexistuje ziadne
nebezpecenstvo priesaku na polnohospodarsky vyuzivané plochy alebo do zdrojov
vod, ktoré by mohli byt vyuzivané na zavlazovanie polnohospodarskej pody. Odpad
musi byt privezeny priamo na skladku aizolovany tak, aby sa vylacilo
nebezpecenstvo straty odpadu cestou, alebo

5.1.2. spalenim,
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5.2. tekuty spracovatelsky odpad, ktory obsahuje nerozpustené latky, treba pred zneskodnenim
prefiltrovat alebo zaviest do usadzovacej nadrze, aby sa odpad oddelil od nerozpustenych
latok. Tuhé latky, ktoré z tohto procesu vzidu, musia byt zneSkodnené postupom
uvedenym v bode 5.1.

Tekuty odpad sa potom
1. pred vypustenim zahreje poc¢as minimalne 30 mintuit na teplotu minimalne 70 °C, alebo

2. v sulade s uradnym povolenim a pod uradnym dohladom inak zneSkodni tak, aby sa vylucilo
nebezpecenstvo, ze odpad sa dostane do styku s polnohospodarskou pddou alebo vodnymi
zdrojmi, ktoré by mohli byt pouzivané na zavlaZzovanie polnohospodarskej pody.
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Priloha ¢. 6
k nariadeniu vlady ¢. 66/2004 Z. z.

ZOZNAM TRANSPONOVANYCH PRAVNYCH AKTOV

Tymto nariadenim sa transponuje tento pravny akt Eur6pskych spolocenstiev

Smernica Rady 98/57/ES o potlacani choroby Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
Smernica Komisie je prelozena do slovenského jazyka, preklad smernice sa nachadza v sidle
Institatu pre aproximaciu prava Uradu vlady Slovenskej republiky, Namestie slobody 1/29,
Bratislava.
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1) §22 zakona Narodnej rady Slovenskej republiky ¢.285/1995 Z. z. o rastlinolekarskej
starostlivosti v zneni neskorsich predpisov.

2) §22 ods. 1 pism. e) zakona Narodnej rady Slovenskej republiky ¢.285/1995 Z. z. v zneni
neskorsich predpisov.

3) § b zakona Narodnej rady Slovenskej republiky ¢. 285/1995 Z. z. v zneni neskorsSich predpisov.

4) § 2 pism. g) zakona ¢. 132/1989 Zb. o ochrane prav k novym odrodam rastlin a plemenam
zvierat v zneni neskorsich predpisov.

§ 9 zakona Narodnej rady Slovenskej republiky ¢. 291/1996 Z. z. o odrodach a osivach v zneni
neskorsich predpisov.

5) §3 ods. 1 pism. a) zakona Narodnej rady Slovenskej republiky ¢.285/1995 Z. z. v zneni
neskorsich predpisov.

6) Nariadenie vlady Slovenskej republiky ¢. 69/2004 Z. z., ktorym sa ustanovuju podmienky na
dovoz a premiestniovanie urcitych skodlivych organizmov, rastlin, rastlinnych produktov a inych
predmetov na vedecké, vyskumné alebo slachtitelské ticely.
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