ZBIERKA &%) ZAKONOV
SLOVENSKEJ REPUBLIKY

Rocnik 2004

Vyhlasené: 14. 02. 2004 Vyhlasena verzia v Zbierke zakonov Slovenskej republiky

Obsah tohto dokumentu ma informativny charakter.

70
NARIADENIE VLADY
Slovenskej republiky
z 21. januara 2004

o ochrane proti zavleceniu baktériovej kriuzkovitosti 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. nariaduje:

§1

(1) Toto nariadenie ustanovuje opatrenia na ochranu proti zavleceniu baktériovej kruizkovitosti
zemiaka [Clavibacter michiganensis (SMITH) DAVIS et al. subsp. sepedonicus (SPIECKERMANN et
KOTTHOF) DAVIS et al.] (dalej len ,baktériova krazkovitost®).

(2) Pri vyskyte baktériovej kriizkovitosti toto nariadenie ustanovuje opatrenia na
a) urcenie miesta vyskytu a rozsahu rozsirenia,
b) zamedzenie vyskytu a dalSiemu rozsirovaniu,

c) jej obmedzenie s cielom ju znicit.

§2

(1) Ustredny kontrolny a skusSobny ustav polnohospodarsky (dalej len ,kontrolny ustav)
vykonava prieskum vyskytu baktériovej krizkovitosti na hluzach sadivovych zemiakov a ostatnych
zemiakov dovazanych na uzemie Slovenskej republiky a na hluzach a rastlinach zemiakov
pestovanych a uvadzanych do obehu na tizemi Slovenskej republiky.

(2) Pri prieskume kontrolny ustav zabezpeci odber vzoriek hltuz sadivovych zemiakov a ostatnych
zemiakov, predovSetkym zo skladovanych davok, ktoré testuju laboratoéria kontrolného tustavu
postupmi ustanovenymi v prilohe ¢. 1 castiach A az H.

(3) Kontrolny ustav modze podla potreby vykonat aj vizualne kontroly prerezavanim hlaz
sadivovych zemiakov a ostatnych zemiakov.

(4) Na rastlinach sa prieskum vykonava postupmi ustanovenymi kontrolnym ustavom. Vzorky
testuju laboratoéria kontrolného tstavu alebo iné laboratéria poverené kontrolnym tistavom podla
uznavanych vedeckych a Statistickych zasad a podla biologie baktériovej krazkovitosti, pricom sa
berie ohlad na osobitosti systémov pestovania zemiakov na Slovensku.

(5) Vysledky prieskumu podla odseku 1 oznamuje kontrolny ustav jedenkrat rocne Ministerstvu
podohospodarstva Slovenskej republiky (dalej len ,ministerstvo®). Ministerstvo kazdoro¢ne zasiela
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vysledky prieskumu Komisii Europskeho spolocenstva a ¢clenskym sStatom. Podrobnosti suvisiace
s tymto oznamenim su doévernej povahy.

(6) Kontrolny ustav vyda metodicky postup na vykonavanie prieskumu a testovanie baktériovej
kruzkovitosti.

§3

(1) Kontrolny ustav okamzite informuje ministerstvo o podozreni alebo potvrdeni vyskytu
baktériovej kruzkovitosti na hluzach a rastlinach zemiakov alebo na hluzach zemiakov
skladovanych a uvadzanych do obehu na tizemi Slovenskej republiky.

(2) Kontrolny ustav je povinny pri podozreni na vyskyt baktériovej kruzkovitosti zabezpecit
laboratérne testovanie pouzitim postupov, ktoré su uvedené v prilohe ¢. 1 castiach A az H,
v sulade s podmienkami podla prilohy ¢. 1 casti I bodu 1, aby sa podozrenie na vyskyt baktériovej
krazkovitosti bud potvrdilo, alebo vyvratilo. Do ukoncenia laboratérnych testov musia byt splnené
poziadavky podla prilohy ¢. 1 ¢asti I bodu 2.

(3) Ak ide o podozrenie na vyskyt baktériovej kruzkovitosti alebo ked sa baktériova kruzkovitost
urcila na zaklade pozitivneho vysledku imunofluorescenc¢ného testu uvedeného v prilohe ¢. 1 alebo
iného primeraného testu, kontrolny ustav je do potvrdenia alebo vyvratenia podozrenia na vyskyt
baktériovej kruzkovitosti podla odseku 1 povinny

a) zakazat premiestniovanie davok alebo zasielok zemiakov, z ktorych sa vzorky odobrali, okrem
pripadov, ktoré podliehaju kontrole kontrolného tstavu, aby nevzniklo Ziadne nebezpecenstvo
rozsSirovania baktériovej kruzkovitosti,

b) zistit poévod podozrivého vyskytu,

c) prijat dalSie preventivne opatrenia, aby sa zabranilo Sireniu baktériovej kruzkovitosti kontrolou
premiestnovania hlaz v ramci vyrobcu na zaklade vyhodnotenia nebezpecenstva.

§4

(1) Ak kontrolny ustav na zaklade laboratérneho testovania pri pouziti metédy podla prilohy ¢. 1
potvrdi pritomnost baktériovej kruazkovitosti vo vzorke hltz, rastlin alebo ich ¢asti, s ohladom na
uznané vedecké zasady, biologiu baktériovej kruzkovitosti a osobitne na vyrobné, marketingové
a spracovatelské systémy je povinny

a) oznacit za kontaminované hluzy alebo rastliny, zasielku alebo davku, ako aj mechanizac¢né
alebo dopravné prostriedky, kontajnery, sklady a ich c¢asti, iné predmety vratane obalového
materialu, z ktorych boli vzorky odobraté, a v pripade potreby aj miesto produkcie, z ktorého
boli hluzy alebo rastliny pozbierané,

b) v stilade s ustanoveniami prilohy ¢.2 bodu 1 urcit rozsah pravdepodobnej kontaminacie
v dosledku styku s kontaminovanym rastlinnym materialom alebo prostrednictvom vyrobnej
spojitosti s ozna¢enou kontaminaciou,

c) na zaklade oznacenej kontaminacie podla pismena a), urcenia rozsahu pravdepodobne;j
kontaminacie podla pismena b), ako aj mozného rozsirenia baktériovej kruzkovitosti podla
prilohy ¢. 2 bodu 2 vyznacit bezpec¢nostné pasmo.

(2) Ministerstvo podla ustanoveni prilohy ¢.2 bodu 3 je povinné ihned oznamit ostatnym
clenskym Statom a Komisii Eurépskeho spolocenstva akukolvek kontaminaciu oznacenu podla
odseku 1 pism. a) a podrobnosti o vyznaceni bezpecnostného pasma podla odseku 1 pism. c).
Podrobnosti stivisiace s tymto oznamenim su dovernej povahy.

(3) Na zaklade oznamenia od iného c¢lenského Statu, Zze hrozi kontaminacia rastlinného
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materialu na uzemi Slovenskej republiky z tohto clenského statu, kontrolny ustav vykona
prieskum podla § 2, urci rozsah kontaminacie a vyznaci bezpecnostné pasmo.

§5

(1) Ak su hluzy alebo rastliny oznac¢ené za kontaminované podla § 4 ods. 1 pism. a), kontrolny
ustav nariadi testovanie zasob zemiakov klonovo pribuznych s kontaminovanym materialom.
Testovanie sa musi vykonat na takom mnozstve hlaz alebo rastlin, ktoré s potrebné na urcenie
pravdepodobného prvotného zdroja infekcie, pravdepodobného rozsahu kontaminacie a miery
nebezpecenstva.

(2) Kontrolny ustav na zaklade vysledkov testovania vykona dalSie oznacenia kontaminacie, urci
rozsah pravdepodobnej kontaminacie a vyznaci bezpecnostné pasmo podla § 4 ods.1.

§6

Kontrolny uistav nariadi, aby sa

a) nevysadzali hluzy alebo rastliny oznacené za kontaminované podla § 4 ods. 1 pism. a) a pod
jeho kontrolou boli znicené alebo inym spodsobom zlikvidované podla prilohy ¢. 3 bodu 1
s podmienkou, ze neddjde k ziadnemu identifikovatelnému nebezpecenstvu rozSirenia
baktériovej kruzkovitosti,

b) nevysadzali hluzy alebo rastliny oznacené za pravdepodobne kontaminované podla § 4 ods. 1
pism. b) a bez dotknutia sa vysledkov testovania podla § 5 pre klonovo pribuzné rastliny boli
primeranym sposobom vyuzité alebo zlikvidované podla prilohy ¢. 3 bodu 2, ato takym
sposobom, aby nedoslo k ziadnemu identifikovatelnému nebezpecenstvu rozsirenia baktériovej
krazkovitosti,

¢) bud zniéili, alebo umyli a dezinfikovali pouzitim primeranych postupov podla prilohy ¢. 3 bodu
3 mechanizacné alebo dopravné prostriedky, kontajnery, sklady a ich casti, ako aj iné predmety
vratane obalového materialu, ktoré boli oznacené za kontaminované podla § 4 ods. 1 pism. a)
alebo za pravdepodobne kontaminované podla § 4 ods. 1 pism. b); po dezinfekcii sa uz ziaden
z takychto predmetov nepovazuje za kontaminovany,

d) prijali opatrenia podla prilohy ¢. 3 bodu 4 v bezpecnostnom pasme vyznacenom podla § 4 ods. 1
pism. c).

§7

(1) Srlachtitel)) je povinny deklarovaf, Zze sadivové zemiaky v priamej linii a pociato¢ného
klonového vyberu pochadzali z materialu ziskaného v ramci schvaleného Slachtitelského programu
a ze su bez vyskytu baktériovej kruzkovitosti na zaklade testovania podla prilohy ¢. 1.

(2) Slachtitel je povinny vykonat testovanie,

a) ak kontaminacia nepriaznivo vplyva na produkciu sadivovych zemiakov na rastlinach
pociatocného klonového vyberu,

b) v ostatnych pripadoch bud na rastlinach pociatocného klonového vyberu, alebo na
reprezentativnej vzorke zakladného mnozitelského stupna alebo vyssich mnozitelskych stupnov
sadivovych zemiakov.

§8

Kontrolny tustav vykonava systematicky laboratorne testovanie na vyskyt baktériovej
krazkovitosti sadivovych zemiakov z dovozu a z uznavacieho konania?) v kategériach zakladného
a certifikovaného sadiva.
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§9
(1) Zakazuje sa udrziavat baktériova kruzkovitost a narabat s nou.

(2) Ustanovenie odseku 1 sa nevztahuje na dovoz, prevoz, prechovavanie alebo akukolvek
manipulaciu s bakterialnou kruzkovitostou na vedecké, vyskumné alebo Slachtitelské ucely, ktoré
upravuje osobitny predpis.?)

§ 10

Ministerstvo moze vSeobecne zavaznym pravnym predpisom ustanovit dalSie podrobnosti na
ochranu proti zavleceniu baktériovej kruzkovitosti.

§11

Tymto nariadenim sa transponuje pravny akt Eurépskych spoloc¢enstiev uvedeny v prilohe €. 4.

§ 12

Toto nariadenie nadobuda ucé¢innost 15. februara 2004.

v z. Pal Csaky v. r.
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Priloha ¢. 1

k nariadeniu vlady ¢. 70/2004 Z. z.

Cast A
Metodika urcovania pritomnosti baktérie a diagnostika baktérie, ktora sposobuje baktériovi

krazkovitost [Clavibacter michiganensis (SMITH) DAVIS et al. subsp. sepedonicus
(SPIECKERMANN et KOTTHOF) DAVIS et al.]

1. Priprava vzorky — vyrezavanie pupkovych koncov hluz

1.1 Vodou sa umyje 200 zemiakovych hluz a dezinfikovanym skalpelom alebo Skrabkou na
zemiaky sa odstrani epidermis okolo pupkovych koncov kazdej z hltuz; dezinfekciu naradia
mozno vykonat jeho ponorenim do 70 % etanolu a nad plamenom.

1.2 Nozom alebo Skrabkou na zemiaky sa opatrne odoberu z pupkovych koncov kuzelovité
vyrezky. Necievne pletivo ma byt ¢o najmensie. Pupkové konce sa po odobrati ihned namocia do
macerac¢ného pufra (40 ml) 0,05 mol.l' PBS s tweenom. Takto pripravena vzorka sa vytrepava 4
hod. pri 20 - 22 °C alebo 16 — 24 hod. pri 4 °C a spracuje v priebehu 24 hodin (pozri odsek 3)
alebo zakonzervuje pri teplote —20 °C po ¢as nie dlhsi ako dva tyzdne.

2. Vizualne hodnotenie priznakov baktériovej krazkovitosti

2.1 Po odstraneni pupkovych koncov sa kazda z hltz priecne prereZze a hladaju sa priznaky
baktériovej kruzkovitosti.

2.2 Hluzy sa stlacia a pozoruju, ¢i z cievnych pletiv vytekaju macerované pletiva.

Najskorsimi priznakmi su jemna sklovitost alebo priesvitnost pletiv bez zmiknutého okolia
cievnych zvazkov, osobitne v blizkosti pupkovych koncov. Sfarbenie prstenca cievnych zvazkov
na pupkovych koncoch moéze byt mierne tmavsie. Prvymi identifikovatelnymi priznakmi je
Zltkasté sfarbenie prstenca cievnych zvazkov a vytekanie baktériového slizu syrovitej
konzistencie z ciev po jemnom stlaceni hluzy. Vylucok obsahuje miliony baktérii. V tomto Stadiu
moze dochadzat k hnednutiu cievneho pletiva. Tieto priznaky sa najprv moézu obmedzovat na
jednu cast prstenca, nevyhnutne to vsak nemusi byt pri pupkovych koncoch a hnednutie sa
postupne moze rozSirovat na cely prstenec cievnych zvazkov. S postupujucou infekciou
dochadza k rozkladu cievnych pletiv, vonkajsia vrstva zasobného pletiva sa moze oddelovat od
vnutornej vrstvy. V neskorsich stadiach infekcie sa na povrchu hltz objavuju priehlbiny, ktoré
maju Casto ¢ervenohnedé sfarbenie okrajov. Druhotné napadnutie hltiz hubami a baktériami
moze tieto priznaky prekryt a odliSovanie pokrocilejsich Stadii baktériovej kruzkovitosti od
ostatnych hubovych a baktériovych ochoreni je tazké, dokonca az nemozné.

3. Priprava vzoriek na farbenie podla Grama, imunofluorescenc¢né farbenie a baklazanovy test

3.1 Pupkové konce sa zhomogenizuji az do dosiahnutia uplnej maceracie v rozpustadle
netoxickom pre Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus [napr. 0,05 mol.l* vo
fosfore¢nanovom tlmivom roztoku (PBS) s hodnotou pH 7,0 a pri teplote nizSej ako 30 °C].
Pridanim netoxického, protiflokulacného a netoxického, protipenivého pripravku uvedeného
v castiach B a C by sa malo zabranit nadmernej maceracii.

3.2 Baktérie z homogenatu sa vyluhuju jednym z nasledujucich spoésobov:
3.2.1 a) Homogenat sa centrifuguje pri najviac 180 g 10 mintt.

b) Ziskany supernatant sa centrifuguje pri najmenej 4 000 g 20 minut. Novy supernatant sa
odstrani.

3.2.2 a) Macerat sa necha stat 30 minut, aby sa zvySok pletiv mohol usadif. Supernatant sa
zleje bez zvirenia sedimentu.

b) Supernatant pomocou vodnej vyvevy sa prefiltruje cez filtraény papier (Whatman No. 1)
vloZzeny do lievika z fritového skla (¢. 2 = 40 — 100 mm). Filtrat sa pozbiera do centrifugac¢ne;j
skuimavky, filter sa premyje sterilnym PBS na maximalny filtraény objem 35 ml.

¢) Filtrat sa centrifuguje pri najmenej 4 000 g 20 minut.

3.3 Pelet sa suspenduje v sterilnom 0,01 mol.l! fosforecnanovom tlmivom roztoku s hodnotou
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PH 7,2 podla casti C tak, aby sa dosiahol celkovy objem cca 1 ml. Rozdeli sa na dve rovnaké
Casti, z ktorych jedna sa uchova zamrazenim pri —-20 °C alebo lyofilizaciou a ako referen¢na
vzorka. Je dokazané (Jansen and van Vaerenberg, 1987), Ze zmrazovanim sa moZe znizit
Zivotaschopnost Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. Suspendovanim peletu v 10 %
glycerole sa tomuto problému mozno vyhnut. Druha ¢ast sa rozdeli na dve ¢asti, z ktorych jedna
sa pouzije pre IF test a na farbenie podla Grama a druha pre baklazanovy test.

3.4 Je nutné, aby sa vsetky pozitivne kontroly a vzorky Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus spracuvali oddelene a aby sa zabranilo kontaminacii. To plati pre podlozné sklicka
pre IF test a baklazanovy test.

4. Farbenie podla Grama

4.1 Pripravi sa farbenie podla Grama pre vsSetky riedenia peletov (bod 5.2.1) a pre vSetky
rozrezané hluzy (bod 2) vykazujuce sklovitost, hnilobu alebo iné podozrivé priznaky. Vzorky by
sa mali odobrat z okraja napadnutého pletiva.

4.2 Pripravi sa farbenie podla Grama pre zname kultiry Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus a podla moznosti pre prirodzene infikované pletiva (bod 5.1).

4.3 Stanovi sa, ktoré hluzy obsahuju typické, Gram pozitivnhe koryneformné baktérie. VSeobecne
su bunky Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus dlhé 0,8 — 1,2 mm a az 0,6 mm Siroké.

4.4 Vhodny postup na farbenie je uvedeny v ¢asti D. Bunky Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (CMS) su 0,8 - 1,2 mm dlhé a 0,4 — 0,6 mm Siroké. Preparaty z prirodzenych
infekcii alebo v suiCasnosti izolovanych kultur ¢asto ukazuju predominanciu kokoidnych
tyCiniek, ktoré st obycajne o nieco mensie ako bunky z agarovych kultar. Na vacsine médii CMS
bunky su pleomorfné tyc¢inky koryneformného tvaru a mézu davat rozdielne reakcie podla
Grama. Bunky su jednobunkové, s charakteristickymi ohnutiami typickymi pre ohnuté delenie
a obcas v nepravidelnych skupinach casto opisovanych ako palisady a cinske znaky.

5. Schéma pre IF test

5.1 Pouzije sa antisérum pre zname kmene Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus -
ATCC 33113 (NCPPB 2137) alebo NCPPB 2140, ktorého titer by mal byt vyssi ako 1 : 600. Na
testovacom podloznom sklicku sa pouzZije jedna kontrola s PBS, aby sa stanovilo, ¢i sa
imunoglobinovy konjugat izotiokyanan fluoresceinu (FITC) neSpecificky spaja s bunkami
baktérii. Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus — ATCC 33113 (NCPPB 2137) alebo
NCPPB 2140 by sa na osobitnom sklicku mala pouzit ako homologicka antigénova kontrola.
Tam, kde je to mozné, mali by sa pouzit prirodzene infikované pletiva (udrziavané v lyofilizovanej
forme alebo zmrazené pri —20 °C) ako podobna kontrola na rovnakom podloznom sklicku (obr.
2).

5.2 Postup

5.2.1 Pripravia sa tri série desatnasobného nariedenia (10!, 102, 10% finalneho peletu
v destilovanej vode (obr. 1).

5.2.2 Do testovacich jamiek podlozného sklicka sa napipetuje namerany Standardny objem,
dostatocny na zaliatie kazdej z jamiek (asi 25 ul) vSetkych riedeni peletu alebo suspenzie
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (asi 106 buniek x ml?) tak, ako je to znazornené
na obr. 1.

Obr. 1: Podlozné sklicko so vzorkami a PBS kontrolou
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5.2.3 Prislusné testovacie jamky sa zaleju odporuicanymi riedeniami antiséra Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus riedeného 0,01 mol.l* roztokom PBS s hodnotou pH 7,2
uvedenou v casti C tak, ako je to znazornené na obr. 1. (Pre FITC kontrolu pouzZijeme PBS.)
Pracovné riedenie antiséra by malo mat priblizne polovi¢cnu hodnotu toho, aku mal IF titer. Ak
sa zahrna aj iné riedenia antiséra, malo by sa pre kazdé jedno riedenie pripravit osobitné
podlozné sklicko.

5.2.4 Podlozné sklicka pri laboratérnej teplote sa inkubuja vo vlhkej komorke 30 minut.

5.2.5 Podlozné sklicka sa pozorne oplachnu 0,01 mol.l* roztokom PBS s hodnotou pH 7,2 a 5
minut sa umyvaju v troch kapeloch 0,01 mol.l* roztoku PBS s hodnotou pH 7,2.

5.2.6 Nadbytocna vlhkost sa opatrne odstrani.

5.2.7 Kazda testovacia jamka sa zaleje FITC konjugatom s rovnakym riedenim, aké sa pouzilo
na stanovenie titra, a pri laboratornej teplote sa inkubuje v tmavej, vlhkej komoérke 30 minut.

5.2.8 Podlozné sklicka sa oplachnu a umyvaju uvedenym sposobom.

5.2.9 Do kazdej testovacej jamky sa prida asi 5 az 10 pl fosforecnanmi tlmeného glycerinu
s hodnotou pH 7,6 (alebo podobna krycia latka s hodnotou pH najmenej 7,6) a prikryje sa
krycim sklickom podla casti C.

5.2.10 Preparat sa preskuma epifluorescencnym mikroskopom a filtrami urcenymi na prace
s FITC. Vhodné je 400- az 1 000-nasobné zvacSenie. Testovacie jamky sa prezeraju pozdlz dvoch
na seba kolmych osi a po obvode.

V pozitivnych kontrolach sa hladaju fluoreskujuce bunky a stanovi sa titer. V kontrolnej
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testovacej jamke FITC/PBS sa pozoruju fluoreskujuce bunky, a ak sa tam nenachadzajua,
pokracuje sa na testovanych testovacich jamkach. Najmenej v 10 mikroskopickych polickach sa
stanovi priemerny pocet fluoreskujucich buniek s typickou morfolégiou a vypoéita sa ich pocet
na 1 ml neriedeného peletu podla casti E.

Pri vykonavani imunofluorescenénych testov sa mozno stretnut s nasledujicimi problémami:

V peletoch zo zemiakového extraktu sa mézZzu nachadzat na pozadi populacie fluoreskujucich
buniek s netypickou morfolégiou podobnou Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. Mali
by sa pocitat len fluoreskujuce bunky s typickym tvarom a velkostou.

Vzhladom na moznost krizovych reakcii by sa mali vzorky s pozitivnym vysledkom
imunofluorescenéného testu podrobit opdtovnému testovaniu s pouzitim iného antiséra.

Technické obmedzenie detekénych moznosti tohto postupu sa nachadzaji medzi 103 a 104
buniek na 1 ml neriedeného peletu. Vzorky s poctom IF typickych buniek na hraniciach
detek¢éného limitu pre Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus su zvycajne negativne, ale
mozu sa podrobit baklazanovému testu.

Vysledok imunofluorescenéného testu sa povazuje za negativny pre kazdu vzorku, v ktorej sa
nenasli typické fluoreskujuce bunky. Vzorky sa musia povazovat za ,nekontaminované“
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Baklazanovy test sa nevyzaduje.

Vzorky, v ktorych sa s obidvoma antisérami dosiahol pozitivny vysledok imunofluorescen¢ného
testu, musia sa povazovat za ,Ciastocne nekontaminované® Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus.

Pri vsSetkych vzorkach povazZovanych za ciastocne kontaminované sa vyzZaduje vykonanie
baklazanového testu.

6. Baklazanovy test

6.1 Pelety pripravené podla bodu 3.3 sa nanesu jednym z dalej uvedenych postupov (body 6.2,
6.3 alebo 6.4) najmenej na 25 rastlin baklazanu v rastovej faze 3 podla casti F.

6.2 Naockovanie pozdiZzneho rezu I

6.2.1 Kazda nadobka sa zaisti vo vodorovnej polohe podlozkou. (Dobrym materialom pre
nadobku s priemerom 10 cm je blok z expandovaného polystyrénu s otvorom 5 (h)x10(s)x15(d)
cm.) Vhodné je vlozit pas hlinikovej félie medzi stonku kazdej rastliny baklazanu a kazdu
rastlinu upevnit gumic¢kou ovinutou okolo polystyrénu.

6.2.2 Skalpelom sa urobi do stoniek baklazanov medzi klicne listy a prvy pravy list pozdlzny rez
dlhy 0,5 az 1,0 cm do hlbky asi hrubky stonky.

6.2.3 Spickou skalpela sa podrzi otvoreny rez a jemnym Stetcom sa nanesie ockovacia latka
(pelet) do ranky. Po naockovani vSetkych rastlin sa zvySok ockovacej latky rozdeli medzi rastliny.

6.2.4 Rez sa uzavrie sterilnou vazelinou z 2 ml injek¢nej striekacky.
6.3 Naockovanie pozdlzneho rezu II

6.3.1 Rastlina baklazanu sa uchopi medzi dva prsty a napipetuje sa kvapka (asi 5 az 10 pl)
supendovaného peletu na stonku medzi klicne listy a prvy pravy list.

6.3.2 Skalpelom sa urobi do stonky priecny (asi pod uhlom 5°) a 1 cm dlhy rez priblizne do
hlbky hrubky stonky, po¢nuc pri kvapke ockovacej latky.

6.3.3 Rez sa uzavrie sterilnou vazelinou z 2 ml injek¢nej striekacky.
6.4 Naockovanie injekénou striekackou

6.4.1 Rastliny baklazanu sa den pred ockovanim nepolievaji, aby sa znizZilo ich vnutorné
napatie.

6.4.2 Baklazany sa ockuju injek¢nou striekackou vybavenou hypodermickou ihlou (najmenej 23
G), zvysok ockovacej latky sa rozdeli medzi rastliny.

6.5 Znamou kultarou Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a podla moznosti pletivom
z prirodzene infikovanych hltaz (bod 5.1) rovnakym postupom (body 6.2, 6.3 a 6.4) sa naockuje
25 rastlin baklazanu.
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6.6 Sterilnym 0,05 mol.l' PBS sa naockuje 25 rastlin baklazanu, a to rovhakym postupom (body
6.2, 6.3 a 6.4).

6.7 Rastliny sa inkubuju vo vhodnych podmienkach podla ¢asti F 40 dni. Pravidelne, kazdych
osem dni sa kontroluju priznaky baktériovej krizkovitosti. Pocita sa pocet rastlin s vyvinutymi
priznakmi. Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus sposobuje vidnutie baklazanu, ktoré
sa moze zacaf bud okrajovym, alebo medziZzilovym ochabnutim. Vadnuice pletiva sa najprv
sfarbuju do tmavozelena alebo sa na nich vytvaraju Skvrny, pred odumieranim ¢asto blednu.
Medzizilové vadnutie ma casto zIté okraje. Rastliny nevyhnutne nemusia odumriet, ¢im su pri
prejaveni sa priznakov baktériovej kruzkovitosti starSie, tym maju vacSiu Sancu na prezitie.
Rastliny mé6zu infekciu prerast. MladSie rastliny baklazanu su aj vo¢i menSim populaciam
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ovela citlivejSie ako starSie. Preto treba pouzit
rastliny pred dosiahnutim rastovej fazy 3.

Vadnutie moéze byt vyvolané aj populaciami inych baktérii ¢i hub, ktoré su v pletivach hluz
zemiaka pritomné, ako su Erwinia carotovora ssp. carotovora, Erwinia carotovora ssp.
atroseptica, Phoma exigua var. foveata, ako aj populaciami saprofytickych baktérii. Takéto
vadnutie sa od vadnutia spdésobeného Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus da odlisit,
pretoze dochadza k rychlemu vadnutiu celych rastlin.

6.8 Pre vSetky sarze rastlin baklazanu s prejavom priznakov baktériovej kruzkovitosti sa pripravi
farbenie podla Grama (bod 4), a to pouzitim zvadnutych listovych a stonkovych pletiv z rastlin
a izolatov z vhodného zivného meédia (bod 7). Povrch listov baklazanu sa dezinfikuje 70 %
etanolom.

6.9 Za urcitych podmienok, najma ked rastové podmienky nie st optimalne, méze Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus v rastlinach baklazanu prezivat v podobe latentnej infekcie
az 40 dni po naockovani. Moznym doésledkom takychto infekcii méze byt zakrpatenie a strata
zivotaschopnosti naockovanych rastlin. Ak sa vysledok IF testu povazuje za pozitivny, je
nevyhnutné dalSie testovanie. Preto je dolezité porovnavat rychlost rastu vsetkych rastlin
baklazanu s kontrolnymi rastlinami naockovanymi sterilnym 0,05 mol.l' roztokom PBS
a sledovat klimatické podmienky v skleniku.

Na dalSie testovanie sa odporuca nasledujuce:
6.9.1 Stonky sa nad miestom oCkovania odrezu a odstrania sa z nich listy.

6.9.2 Stonky sa maceruju v 0,05 mol.l'* roztoku PBS s hodnotou pH 7,0 tak, ako je to uvedené
v bodoch 3.1 a 3.2.

6.9.3 Jedna polovica peletu sa pouzije na farbenie podla Grama (bod 4) a IF testu (bod 5).

6.9.4 Ak su vysledky Gramovho farbenia a IF testu pozitivne, pouzije sa druha polovica peletu
na vykonanie dalSieho baklazanového testu (bod 6). Pouziju sa zname kultury Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus a kontrolné rastliny so sterilnym 0,05 mol.l'! roztokom PBS.
Ak sa priznaky po dalSich testoch nepozoruju, vzorka sa musi povazovat za negativnu.

7. Izolacia Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Diagnézu mozno potvrdit len vtedy, ked sa Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
izoluje aurci (bod 8). Hoci je Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus citlivym
organizmom, mozno ho izolovat z pletiv vykazujucich priznaky baktériovej krazkovitosti. Mézu
ho vsak prerast rychlorastiice saprofytické baktérie, preto sa priama izolacia (bod 3.3) z peletu
pochadzajuceho z hltz zemiaka neodporuca. Rastliny baklazanu su pre rast Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus vyborné selektivne obohacovacie médium a ako hostitel
umoznuje vynikajuce potvrdzovacie testy.

Izolaciu mozno urobit zo vSetkych hluz zemiaka a rastlin baklazanu, ktoré vykazuju priznaky
(body 4, 6). V pripade potreby mozZno maceraciu stoniek rastlin baklazanu vykonat podla
postupov uvedenych v bodoch 3 a 6.9.

7.1 Suspenzia sa nanesie na jedno z nasledujucich médii (recepty su uvedené v Castiach B az
H):

zivna dextrézova poda (len pre subkultury),

kvasnicovo-glukézova pepténova zivna poda,
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kvasnicovo-dextrézova zivna poda,
kvasnicova zivna poda s vyluhom mineralnych soli.
Inkubuje sa az 20 dni pri teplote 21 °C.

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus rastie pomaly, zvycajne v priebehu 10 dni
vytvara bodové, smotanovo sfarbené a kupolovité koldnie.

Kultura sa opatovnym rozterom precisti.

Subkulturou mozno rychlost rastu zlepsit. Typické kolonie st smotanovo az slonovinovobielo
sfarbené, okruhle, na povrchu hladké, kupolovito vyhnuté, maju hubovo roztekava konzistenciu
s ucelenym okrajom a zvycajne maju priemer od 1 do 3 mm.

8. Urcovanie

8.1 Zo zdravych alebo napadnutych zemiakov a baklazanov mozno izolovat mnohé Gram
pozitivne tycinkovo-kyjakovité baktérie s charakteristikou kolonii, ktora je podobna koléniam
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. V tejto suvislosti je preto potrebné vykonat tieto
testy:

IF test (bod 5.1),

baklazanovy test,

nutriény a fyziologicky test uvedeny v ¢asti H,
oxida¢no-fermentaény test (O/F),

oxidazovy test,

rast pri 37 °C,

tvorba ureazy,

hydrolyza eskulinu,

hydrolyza Skrobu,

tolerancia voc€i 7 % roztoku chloridu sodného,
indolovy test,

katalazovy test,

tvorba H,S,

vyuzitie citranov,

hydrolyza zelatiny,

kyselina z glycerolu, laktozy, ramnoézy a salicinu,
farbenie podla Grama.

Vsetky testy by mali obsahovat zname pody. Morfologické porovnavanie by sa malo vykonavat
s kultirami vypestovanymi na dextrézovych zZivnych poédach.

8.2 Pre IF testy by vSetky populacie mali byt upravené na 106 buniek x 1 ml'. Titer IF by mal
byt blizky titru znamej kultary Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Pre baklazanovy test by vSetky populacie mali byt upravené na 107 buniek x 1 ml'. Baklazanové
testy by sa mali vykonavat s pouzitim 10 rastlin na kazdy testovaci organizmus oproti znamej
kultire Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a sterilnej kontrole s ¢istou vodou. Pri
pouziti cistych kultar by sa vadnutie malo dosiahnut v priebehu 20 dni, rastliny, ktoré
nevykazuju priznaky, by sa po tomto c¢ase mali inkubovat pri teplotach veducich k rastu
baklazanu, ale nizSich ako 30 °C, celkovo 30 dni podla casti F. Ak sa po 30 dnoch priznaky
baktériovej kruzkovitosti neprejavia, kultiira sa nemoéze uznat za patogenicku formu Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus.

Test Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus

O/F inertna alebo slabo oxidativnha

oxidazovy -
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katalazovy

redukcia dusi¢nanov

aktivita ureazy

tvorba HZS

tvorba indolu

vyuzitie citranov

hydrolyza Skrobu

- alebo slaba

rast pri 37 °C

rast v7%

NacCl|-

hydrolyza Zelatiny

hydrolyza eskulinu

kyselina z

glycerolu

laktozy

ramnozy

salicinu

Cast B
Priprava maceracného roztoku podla odporucania Lelliotta a Sellara, 1976
Protipenivy pripravok DC silicone antifoam MS A (Hopkins 10 ml
& Williams, Ltd., Cat. No 9964-25, Chadwell Heath, Essex,
Anglicko)
Vlocky Lubrol W (ICI Ltd) 05¢g
Pyrofosfore¢nan stvorsodny 1g
0,05 mol.l'! fosforeénanovy tlmivy roztok, pH 7,0 (ast C) 11
Cast C

Tlmivé roztoky (pufre)
1. Tlmivy roztok: 0,05 mol.l! fosforecnanovy pufer, pH 7,0

Tento tlmivy roztok mozno pouzit na macerovanie pletiv zemiakovych hluz (bod 2.1).

Na,HPO, . 12 H,0 4,26 g
KH, PO, 2,72 g
NaCl 8.0¢g

Destilovana voda do

11

Tween

1 ml/1 1 roztoku

2. Tlmivy roztok: 0,01 mol.l! fosfore¢nanovy pufer NaCl, pH 7,2

Tento tlmivy roztok sa pouziva na riedenie antiséra a umyvanie IF podloznych sklicok.

Na2HPO4 .12 HZO 2,7¢
KH2P04 .2 H2O 04g
NacCl 80¢g
Destilovana voda do 11

3. Tlmivy roztok: 0,1 mol.l! fosfore¢nanovy pufer s glycerolom, pH 7,6

Tento tlmivy roztok sa pouziva na zvySenie fluorescencie ako krycia kvapalina na jamky
podlozného sklicka pri IF teste.

Na,HPO, . 12 H,O 32¢g

NaH,PO, . 2 H,O 0,15g
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Glycerol 50 ml

Destilovana voda 100 ml

Cast D
Postup pri farbeni podla Grama (Huckerova modifikacia) (Doetsch, 1981)

Roztok krystalovej violete

V 20 ml 95 % etanolu sa rozpustia 2 g krystalovej violete.

V 80 ml destilovanej vody sa rozpusti 0,8 g oxalanu amonneho.
Obidva roztoky sa zmieSaju.

Lugolov roztok

Jod 1g
Jodid draselny 2g
Destilovana voda 300 ml

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

Safraninovy odfarbovaci roztok

Roztok safraninu:

Safranin O 25¢g
95 % etanol 100 ml

Zmes sa premiesa a odlozi. Pred pouzitim sa zriedi v pomere 1:10 na pracovnu koncentraciu.

Postup pri farbeni
. Pripravi sa rozter, fixuje sa suSenim na vzduchu a teplom.
. Podlozné sklicko sa zaleje roztokom krystalovej violete na 1 minutu.
. Kratko sa umyva pod tectucou vodovodnou vodou.

1

2

3

4. Zaleje sa na 1 min. Lugolovym roztokom.

5. Opat sa umyje pod tectucou vodovodnou vodou a vysusi sa pijavym papierom.
6

. Odfarbuje sa bud kvapkanim 95 % etanolu az dovtedy, kym sa nevylucuje farbivo, alebo
ponorenim a miernym miesanim v nom.

7. Umyje sa pod tectucou vodovodnou vodou a osusi sa pijavym papierom.
8. Na ¢as 10 sekund sa zaleje safraninom.
9. Opat sa umyje pod tec¢ucou vodovodnou vodou a osusi sa pijavym papierom.
Gram pozitivne baktérie maju fialovomodré sfarbenie, Gram negativne baktérie ruzovocervené
sfarbenie.
Cast E

Urcovanie populacie IF pozitivnych buniek

1. Plocha S jednej testovacej jamky na viacjamkovom podloznom sklicku:

(vzorec ¢. 1)



70/2004 Z. z. Zbierka zakonov Slovenskej republiky Strana 13

pricom D = priemer testovacej jamKky.
2. Plocha s pola objektivu:

(vzorec ¢. 2)

kde d = priemer pola objektivu.
3. Hodnota d sa stanovi bud priamym meranim, alebo na zaklade nasledujucich vzorcov:

(vzorec ¢. 3)

+2
TNl
G’K*.4
kde i = koeficient pola (zavisi od typu okulara mikroskopu a moze mat hodnotu od 8 do 24),

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

G = zvacsenie objektivu (100-nasobné, 40-nasobné a pod.).

Zo vzorca ¢. 2

as
T

d =

Zo vzorca ¢. 3

4 i
d-1_G’K>.4 _ 1
¥ GK

4. Zisti sa pocet typickych fluoreskujucich buniek v jednom poli c.
5. Vypocita sa pocet typickych fluoreskujucich buniek v celom poli C.

C:c§
S

6. Vypocita sa pocet typickych fluoreskujucich buniek na 1 ml peletu (N).
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NzClOOOF

y

kde y = objem peletu na testovacej jamke podlozného sklicka,
F = zriedovaci faktor peletu.
Cast F
Pestovanie rastlin baklazanu na test

Osivo baklazanu (Solanum melongena, odroda Black Beauty) sa vyseje do pasterizovaného
kompostu. Semenacky s plne vyvinutymi klicnymi listami (10 az 14 dni staré) sa presadia do
kvetinacov s pasterizovanym kompostom.

Rastliny baklazanov sa pouzivaju v rastovej faze 3, ked su plne rozvinuté dva, najviac vsak tri
pravé listy.

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

dizka dna: 14 hodin alebo prirodzena dizka dna
teplota: cez den 21 az 24 °C,
cez noc 15 °C.

UPOZORNENIE: Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus nebude rast pri teplotach
vyssich ako 30 °C. Ak noc¢né teploty neklesaju pod 15 °C, mézu sa poskodit chromofory (striebrista
nekroza).

Korene mo6zu poskodzovat larvy Sciaridae, predchadzame tomu pouzitim vhodnych insekticidov.

Osivo baklazanu (odrody Black Beauty) mozno ziskat od
1. AB Hammenhégs Fro, 270 50 Hammenhog, Svédsko,
2. HURST Seeds Ltd., Avenue Road, Witham, Essex CM8 2DX, Velka Britania,
3. ASGRO Italia Sp A, Corso Lodi 23, Milano, Taliansko,
4. KUPPER, Mitteldeutsche Samen GmbH, Hessenring 22, D-37169 Eschewege, Nemecko.
Cast G
Zivné pody pre rast a izolaciu Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
1. Zivna poda (NA)

Zivny agar Difco bacto v destilovanej vode, davkovanie podla vyrobcu. Sterilizuje sa v autoklave
10 minut pri teplote 121 °C.

2. Zivna dextrozova poda (NDA)

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

3. Kvasnicovo-glukézova peptonova zivna poda (YPGA)

Difco bacto kvasnicovy vyluh 5g
(€. 0127)

Difco bacto pepton (€. 0118) 5g
Monohydrat D (+) glukézy 10g
Difco bacto purifikovany 15g
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agar (¢. 0560)

Destilovana voda

11

Sterilizuje sa v autoklave 20 minut 0,5 1 celkového objemu média pri teplote 115 °C.

4. Kvasnicova zivna poda s vyluhom mineralnych soli (YGM)

Difco bacto kvasnicovy vyluh 20g
Monohydrat D (+) glukozy 25¢g
K,HPO,, 0,25g
KH,PO, 025¢
MgSO0,,.7H,0 01g
MnSO,.H,O0 0,015g
NaCl 0,05g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Difco bacto purifikovany agar 18 g
Destilovana voda 11

Sterilizuje sa v autoklave 20 minut 0,5 1 celkového objemu média pri teplote 115 °C.

Cast H

Nutricné a fyziologické testy na identifikaciu Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

VSetky média by sa mali inkubovat pri teplote 21 °C, po Siestich dnoch by sa mali preskusat. Ak
nebudu rast, inkubuju sa dalsich 20 dni.

1. Oxida¢no-fermentacny test (Hugh & Leifson, 1953) - O/F test

Zakladné médium:

KCl 02¢g
MgSO,.7H,0 02g
NH,H,PO, 10g
Difco bacto peptén (€. 0118) 10g
Difco bacto ¢isteny agar 30g
Monohydrat D (+) glukézy 10,0 g
Bromtymolova modra 0,03 g
Destilovana voda 11

Jednotlivé zlozky sa zmieSaju a hodnota pH sa upravi 1 mol.l* KOH na 7,0 - 7,2.

Rozdeli sa do kultivacnych skiimaviek Pyrex s rozmermi 16 mm 100 ml s objemom 12 ml po 5

ml a 10 ml.

Sterilizuje sa v autoklave 10 minut pri teplote 115 °C.

Kazda kultura sa naockuje ockovacou ihlou do 5 ml a 10 ml skiumaviek. Do skumaviek
s nameranym objemom 10 ml skumavky asepticky sa prida 1 ml az 2 ml sterilného kvapalného

parafinu a inkubuje sa.

Pozitivne reakcie:

Skumavka Sfarbenie Reakcia

otvorena ZIté fermentativna

uzavreta ZIté

otvorena ZIté oxidativna

uzavreta modrozelené

otvorena zelené oxidativna alebo inertna
uzavreta zelenomodré
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2. Oxidazovy test (Kovacs, 1956)

Kovacsovo oxidazové ¢inidlo:

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

Toto ¢inidlo by sa malo robit ¢erstvé v objemoch 1 ml a mozno ho skladovat v sklenej hnedej
flasi pri 5 °C 1 tyzden az 4 tyzdne.

Na filtra¢ny papier v Petriho miske sa kvapne kvapka ¢inidla. Ihned na papier platinovym oc¢kom
sa natrie niektora z kultar vypestovanych na agare.

Pozitivna reakcia: v priebehu 10 sekund sa vyvinie purpurovocervené sfarbenie, kultury s ¢asom
10 az 30 sekund maju reakciu slabo pozitivnu.

UPOZORNENIE: treba pouzit platinové ocko a kultury zo Zivnej pody (NA), kedZe uz stopy Zeleza
alebo obsah vysSich cukrov v Zivnej pode moze dat faloSné pozitivne vysledky.

3. Vytvaranie kyseliny z laktozy, ramnozy, salicinu a glycerolu

Pripravi sa O/F médium podla Hugh & Leifsona bez glukézy. Rozleje sa do 5 ml skuiimaviek:
sterilizuje sa v autoklave 10 mintt pri teplote 115 °C. Do roztopenej hmoty pri 45 °C asepticky
sa prida 0,5 ml prefiltrovaného vodného roztoku glycerolu, laktézy, ramnézy alebo salicinu.
Opatrne sa premiesa.

Pozitivna reakcia: zmena sfarbenia z modrozeleného na zZIté naznacuje vytvaranie kyseliny.
4. Katalazovy test

Na cisté podlozné sklicko sa kvapne kvapka 30 % peroxidu vodika a emulzifikuje sa s kulturou
pridanou platinovym ockom.

Pozitivna reakcia: vytvaranie kyslika (bublinky) v kvapke naznacuje pritomnost katalazy.
5. Aktivita nitrat-reduktazy a denitrifikacia (Bradbury, 1970)

Kultivacné médium:

KNO3 (bez obsahu dusitanov) 1g
Difco bacto kvasnicovy vyluh 1g
K,HPO, 5g
Destilovana voda 11

Objemy po 10 ml sa rozleju do skumaviek s obsahom 20 ml a sterilizuju sa v autoklave 15
minut pri teplote 121 °C.

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

Dusi¢nanové médium sa naockuje v dvoch opakovaniach. Testuje sa po 10 a 20 dnoch, a to
pridanim kvapky Lugolovho roztoku, 0,5 ml ¢inidla A a 0,5 ml ¢inidla B. Ak médium nenadobuida
c¢ervenu farbu, prida sa asi 50 mg praskového zinku a pozoruje sa farebna reakcia.

Pozitivna reakcia Farebna reakcia
Ziadna redukcia dusi¢nanov bez farby cervena
Redukcia dusi¢nanov az na dusitany cervena -

(Ilen nitrat - reduktaza)

Redukcia dusiénanov az za dusitany bez farby bez farby
(nitrat-reduktaza a nitrit-reduktaza)
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6. Tvorba ureazy

Zakladné médium:

Agar na baze mocoviny 248

Destilovana voda 95 ml

Sterilizuje sa v autoklave 20 minut pri teplote 115 °C. Roztopena baza sa schladi na 50 °C
a asepticky sa prida 5 ml 40 % vodného roztoku mocoviny (Oxford SR20) prefiltrovaného cez
sterilizovany filter. Dobre sa premiesa.

Rozdeli sa na 6 ml objemy do sterilnych skimaviek (16 x 100 mm), skloni sa a necha sa usadit.

Pozitivna reakcia: po aktivacii ureazy zltooranzové médium nadobudne ceresnovocervené alebo
cervenoruzové sfarbenie.

Vyuzitie citranov (Christensen) (Skerman, 1967)

Agar na baze citranov 23 g

Destilovana voda 11

ZamieSa sa a zohrievanim sa rozpusti. Rozdeli sa na 6 ml objemy ako pre uvedené mocovinové
meédium. Sterilizuje sa v autoklave 15 minut pri teplote 121 °C, nakloni sa a necha sa usadit.

Pozitivna reakcia: vyuzitie citranov ma za nasledok zmenu sfarbenia média z oranzového na
cervene.

7. Tvorba sirovodika

Médium:
Difco bacto trypton (€. 0123) 10g
K,HPO, 1g
NaCl 5¢
Destilovana voda 11

ZlozKy sa rozpustia a roztok sa rozdeli na 6 ml objemy do skumaviek 16 x 100 mm. Sterilizuje
sa v autoklave 10 minut pri teplote 115 °C.

Naockuje sa a asepticky sa suspenduje papier s obsahom octanu olovnatého (Merck 9511),
udrziava sa prikryté a inkubuje sa 20 dni.

Pozitivna reakcia: tvorbu H,S z tryptonu signalizuje ciernohnedé sfarbenie papiera.
8. Tvorba indolu (Ramamurthi, 1959)

Médium:

Rovnaké ako pre H,S.

Odstrani sa papier s octanom olovnatym a prida sa 1 az 2 ml éteru a jemne sa potrasie. Vrstvy
sa nechaju oddelit (5 minut). Opatrne sa prida 0,5 ml Kovacsovho ¢inidla (Merck 9293) tak, aby
stekalo po povrchu usadeniny.

Pozitivha reakcia: pritomnost indolu nam signalizuje vyvoj Cerveného sfarbenia v Zltej vrstve
medzi éterom a vodnymi frakciami.

9. Rast pri 37 °C (Ramamurthi, 1959)
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Médium:

Zivny bujén Difco bacto (€. 0003)

8g

Destilovana voda

11

ZamiesSa sa, rozpusti a rozleje sa do 6 ml skumaviek.
Sterilizuje sa v autoklave 15 minut pri teplote 121 °C.
Naockuje sa a inkubuje sa pri teplote 37 °C.

Pozitivna reakcia: sledujeme rast.

10. Rast v 7 % roztoku chloridu sodného

Médium:

Zivny bujoén Difco bacto (€. 0003)

8g

NaCl

70 g

Destilovana voda

11

Zamiesa sa, rozpusti a rozleje sa do 6 ml skumaviek.
Sterilizuje sa v autoklave 15 minut pri teplote 121 °C.

Pozitivna reakcia: sledujeme rast.

11. Hydrolyza Zelatiny

Médium:

Zelatina Difco bacto (¢. 0143)

120 g

Destilovana voda

11

Zamiesa sa, rozpusti a rozleje sa do 6 ml skumaviek.

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

Pozitivna reakcia: skvapalnovanie zelatiny aj po 30 minutach pri 5 °C.

12. Hydrolyza Skrobu

Médium:

Zivny agar Difco bacto (roztopeny)

11

Rozpustny §krob Difco bacto
(€. 0178)

28

Zamiesa sa a sterilizuje sa v autoklave 10 minut pri teplote 115 °C.

Rozleje sa na platnicky, bodovo sa naockuje.

Po dobrom raste (10 aZ 20 dni) ¢ast prirastku sa odstrani a zaleje sa jédovou tinkturou podla

Lugola.

Pozitivha reakcia: hydrolyza Skrobu je signalizovana c¢irymi plochami pod baktériovou kulturou

a okolo nej, ostatok zivnej pody ostava purpurovy.

13. Aktivita eskulin-hydrolazy (Sneath & Collins, 1974)

Médium:
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Difco bacto pepton 10g
Eskulin 1g
Citran zelezity 0,05g
Citran sodny 1g
Destilovana voda 11

Zlozky sa zmieSaju, aby sa rozpustili a roztok sa po objemoch 6 ml rozdeli do skumaviek.
Sterilizuje sa v autoklave 10 minut pri teplote 115 °C.

Médium je ¢ire, ma vSak modru fluorescenciu.

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

Cast I
Uchovavanie a skladovanie vzoriek

1. Kazda podozriva vzorka, v ktorej bol identifikovany pozitivny vysledok imunofluorescenéného
testu vykonaného podla postupu uvedeného v Castiach A az H, pricom sa po ukonceni
testovania ocakava bud potvrdenie, alebo nepotvrdenie pozitivneho testu, musi byt zadrZana
alebo primerane zakonzervovana az do ukoncenia laboratérneho testovania, a to

a) ak je mozné, vsetky hluzy alebo rastliny, z ktorych sa odoberali vzorky,

b) akykolvek zostavajuci pelet a dodato¢ne pripravené podlozné sklicka pre imunofluorescenény
test.

2. V pripade pozitivneho potvrdenia tohto organizmu v teste musia by( zadrzané alebo
primeranym sposobom zakonzervované najmenej jeden mesiac po postupe oznamovania:

a) materialy uvedené v odseku 1,
b) vzorka infikovanych rastlin baklazanu naoé¢kovanych peletom z hltiz alebo rastlin,

c) izolované kultury baktériovej kruzkovitosti.
Priloha ¢. 2
k nariadeniu vlady ¢. 70/2004 Z. z.
Podrobnosti na urcenie pravdepodobnej kontaminacie a mozného sirenia baktériovej kruzkovitosti
1. Urcenie pravdepodobného rozsahu kontaminacie prvkov podla § 4 ods. 1 pism. b) zahfna:
a) hluzy a rastliny pestované na mieste produkcie, oznacené podla §4 ods. 1 pism. a) za
kontaminovaneé,
b) miesto produkcie alebo budovy, vyrobnym sposobom spojené s hluzami alebo rastlinami
oznacenymi podla § 4 ods. 1 pism. a) za kontaminované vratane tych, ktoré pouzivaju spolocnu
mechanizaciu alebo vyrobné zariadenia, a to bud priamo, alebo prostrednictvom spolocného
dodavatela,
c) hluzy alebo rastliny vypestované na miestach produkcie podla odseku 1 pism. b) alebo
nachadzajiuce sa na miestach produkcie v obdobi, ked sa v budovach alebo na miestach produkcie
nachadzali hluzy alebo rastliny oznacené podla § 4 ods. 1 pism. a) za kontaminované,
d) sklady, kde dochadza k manipulacii so zemiakmi z miest produkcie,
e) mechanizaciu, vozidlo, kontajner, sklad alebo jeho ¢ast a akykolvek iny predmet vratane
obalového materialu, ktory mohol prist do styku s hluzami alebo rastlinami oznacenymi podla § 4
ods. 1 pism. a) za kontaminované, a to v priebehu predchadzajucich 12 mesiacov alebo pocas
obdobia, ked by sa mohol prejavit ich vplyv,
f) hluzy alebo rastliny, ktoré sa skladovali alebo boli v styku so stavbami alebo s predmetmi
uvedenymi v pismene e), a to pred ich vyéistenim alebo dezinfekciou,
g) na zaklade testovania podla § 5 hluzy alebo rastliny rovnakého klonového povodu ako hluzy
alebo rastliny oznacené podla §4 ods. 1 pism. a) za kontaminované a pri ktorych je riziko
pravdepodobnej kontaminacie.
2. Pri urceni pravdepodobného rozsirenia podla § 4 ods. 1 pism. c) sa posudzuju nasledujuace
prvky:
a) blizkost inych miest produkcie, kde sa pestuju zemiaky alebo iné hostitelské rastliny,
b) spolocné uzivanie zasob sadivovych zemiakov.
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3. Pri oznamovani pozitivneho nalezu inym krajinam sprava musi obsahovat tidaje o

a) zasielke alebo davke zemiakov oznacenych za kontaminované, predpisany fytocertifikat,
rastlinny pas alebo registracné cislo,

b) zasobach sadivovych zemiakov, nazov odrody, ak je to mozné vo vsetkych pripadoch,

c) predmetnej kontaminacii a vyznacenie bezpecnostného pasma,

d) dostupnosti peletu, pripravenych preparatoch na podloznych sklickach pre imunofluorescenéné
testy, infikovany rastlinny material baklazanov a izolovanu kulturu baktérii z testov, podla ktorych
sa dospelo k pozitivnemu potvrdeniu baktériovej kruzkovitosti.

Priloha ¢. 3

k nariadeniu vlady ¢. 70/2004 Z. z.

Opatrenia proti rozsirovaniu baktériovej krazkovitosti

1. Opatrenia uvedené v § 6 pism. a) vykonané pod dohladom kontrolného ustavu s cielom zniéit
hluzy alebo rastliny oznacené podla § 4 ods. 1 pism. a) za kontaminované musia byt nasledujuce:
a) priemyselné spracovanie, a to priamou a bezprostrednou dodavkou spracovatelskému zavodu
vybavenému primeranym odpadovym hospodarstvom, pre ktoré sa stanovilo, ze neexistuje ziadne
identifikovatelné nebezpecenstvo rozSirovania baktériovej kruzkovitosti a ktoré je vybavené
systémom dezinfekcie skladovacich priestorov a odchadzajucich vozidiel,

b) iné s podmienkou, Ze sa stanovilo, Ze neexistuje Ziadne identifikovatelné nebezpecenstvo
rozsirovania baktériovej kruzkovitosti.

2. Primeranym vyuzitim alebo likvidaciou hltaz alebo rastlin oznacenych podla § 4 ods. 1 pism. b)
za pravdepodobne kontaminované podla § 6 pism. b) vykonanych pod dohladom kontrolného
ustavu sa rozumie:

a) pouzitie zemiakov ako konzumnych zabalenych na priame dodanie a pouzitie bez opatovného
vybalenia a ich urcenie na priame dodanie a pouzitie alebo

b) pouzitie na priemyselné spracovanie aich urCenie na priame a bezprostredné dodanie
spracovatelskému zavodu vybavenému primeranym odpadovym hospodarstvom a mozZnostami na
dezinfekciu, alebo

c) niektory iny sposob pouzitia alebo likvidacie s podmienkou, ze sa stanovi, ze neexistuje
identifikovatelné nebezpecenstvo rozsirovania baktériovej kruzkovitosti.

3. Primeranym postupom C¢istenia a dezinfekcie predmetov podla § 6 pism. c) sa rozumeju tie
predmety, pre ktoré je stanovené, Ze neexistuje identifikovatelné nebezpecenstvo rozsSirovania
baktériovej kruzkovitosti a ze sa pouzije pod dohladom kontrolného ustavu.

4. Kontrolny ustav v ramci bezpecnostného pasma vyznaceného podla § 4 ods. 1 pism. c) na
mieste produkcie, ktorym je kazdé miesto alebo subor poli fungujucich ako jedna produkéna
polnohospodarska jednotka, méze prijat nasledujuce Specifické opatrenia podla § 6 pism. d):

4.1 na poli oznacenom podla § 4 ods. 1 pism. a) za kontaminované

4.1.1 v priebehu najmenej troch rokov pestovania po roku oznacenej kontaminacie

4.1.1.1 sa musia prijat opatrenia na likvidaciu samovysadenych rastlin zemiaka a inych,
prirodzene sa vyskytujucich hostitelskych rastlin baktériovej kriizkovitosti,

4.1.1.2 nesmu sa vysadzat Ziadne hluzy, rastliny a pravé semena zemiaka alebo inych, prirodzene
sa vyskytujucich hostitelskych rastlin baktériovej kruzkovitosti alebo inych plodin, pri ktorych
existuje identifikovatelné nebezpecenstvo prezitia alebo rozsirovania baktériovej kruzkovitosti
dovtedy, kym miesto produkcie a hon nie su bez vyskytu samovysadenych rastlin zemiaka pocas
aspon dvoch po sebe nasledujiicich pestovatelskych rokov,

4.1.1.3 v prvom roku pestovania zemiakov nasledujucom po obdobi uvedenom v predchadzajucom
odseku sa moézu vysadzat len uznané (certifikované) sadivové zemiaky a z nich pochadzajuce
zemiaky moézZu byt uréené len na spotrebu alebo priemyselné spracovanie a musi sa vykonavat
prieskum podrobne opisany v § 2 ods. 1,

4.1.1.4 vroku pestovania zemiakov nasledujucom po obdobi uvedenom v predchadzajucom
odseku a po primeranom osevnom postupe sa moézu vysadzat len uznané (certifikované) sadivové
zemiaky a z nich pochadzajiuce zemiaky moézu byt uréené bud na vyrobu sadivovych zemiakov,
alebo na spotrebu alebo priemyselné spracovanie a musi sa vykonavat prieskum podrobne opisany
v § 2 ods. 1, alebo

4.1.2 pocas sStyroch pestovatelskych rokov nasledujucich po roku, ked bola oznacena
kontaminacia,

4.1.2.1 musia sa prijat opatrenia na likvidaciu samovysadenych rastlin zemiaka a inych,
prirodzene sa vyskytujucich hostitelskych rastlin baktériovej kriizkovitosti a

4.1.2.2 toto miesto produkcie a hon sa musia ponechat ¢i udrziavat ako thor alebo trvaly
pasienok s castou nizkou kosbou alebo intenzivnym spasanim,
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4.1.2.3 vroku pestovania zemiakov nasledujucom po obdobi uvedenom v predchadzajucom
odseku a po primeranom osevnom postupe sa moézu vysadzat len uznané (certifikované) sadivové
zemiaky a z nich pochadzajiuce zemiaky moézu byt uréené bud na vyrobu sadivovych zemiakov,
alebo na spotrebu alebo priemyselné spracovanie a musi sa vykonavat prieskum podrobne opisany
v§2ods. 1;

4.2 na ostatnych miestach produkcie

4.2.1 pocas pestovatelského roku nasledujiceho po roku oznacenej kontaminacie

4.2.1.1 bud sa nesmu vysadzat Zziadne hluzy, rastliny a pravé semena zemiaka alebo inych,
prirodzene sa vyskytujucich hostitelskych rastlin baktériovej kruzkovitosti a musia sa prijat
opatrenia na likvidaciu samovysadenych rastlin zemiaka, alebo

4.2.1.2 sa moézu vysadzat len uznané (certifikované) sadivové zemiaky a z nich pochadzajuce
zemiaky sa moézu pouzit len na spotrebu alebo priemyselné spracovanie pod podmienkou, Ze
kontrolnému ustavu sa uspokojivym spdsobom dokaze odstranenie nebezpecenstva objavenia sa
samovysadenych rastlin zemiaka a inych, prirodzene sa vyskytujucich hostitelskych rastlin
baktériovej kruzkovitosti,

4.2.2 poc¢as najmenej dvoch rokov nasledujucich po obdobi pod bodom 4.2.1 sa mo6Zu vysadzat len
uznané (certifikované) sadivové zemiaky a z nich pochadzajuce zemiaky moézu byt uréené bud na
vyrobu sadivovych zemiakov, alebo na spotrebu, pripadne na priemyselné spracovanie,

4.2.3 v kazdom z pestovatelskych rokov opisanych v predchadzajiicich odsekoch sa musia prijat
opatrenia na odstranenie samovysadenych rastlin zemiaka alebo inych, prirodzene sa
vyskytujucich hostitelskych rastlin baktériovej kruZkovitosti a musi sa vykonavat prieskum
podrobne opisany v § 2 ods. 1,

4.2.4 v pripade vysadzania uznanych (certifikovanych) sadivovych zemiakov u¢enych na spotrebu
alebo priemyselné spracovanie v pestovatelskom roku nasledujuicom po roku oznacenej
kontaminacie rastlinny materal sa v primeranom obdobi musi prehliadat a samovysadené rastliny
zemiaka musia byt testované na pritomnost baktériovej kruzkovitosti.

5. Bezprostredne po oznacenej kontaminacii podla § 4 ods. 1 pism. a) a v kazdom z nasledujucich
pestovatelskych rokov az po obdobie roku prvého povoleného pestovania zemiakov na mieste
produkcie alebo hone oznacenom podla odseku 4 pism. a) za kontaminované sa mechanizacia
a skladovacie priestory v mieste produkcie alebo honu zapojené do vyroby zemiakov podla potreby
musia na zaklade primeranych postupov uvedenych v bode 3 ocistit a dezinfikovat.

6. Vo vyrobnych systémoch, v ktorych mozZno uplne nahradit pestovatelsky substrat,

6.1 nesmu sa vysadzat ziadne hluzy, rastliny ani semena okrem pripadu, ked sa miesto produkcie
podrobi opatreniam pod dohladom kontrolného ustavu a vykona sa eliminacia baktériovej
kriazkovitosti a odstrani sa akykolvek rastlinny material patriaci do rodu zemiak alebo do celade
Iulkovité vratane uplnej vymeny pestovatelského substratu, vycistenia a dezinfekcie miesta
produkcie a technického vybavenia dovtedy, kym kontrolny tstav nevyda povolenie na pestovanie
zemiakov,

6.2 produkcia zemiakov sa musi vyrabat z uznanych (certifikovanych) sadivovych zemiakov alebo
z minihlaz, pripadne minirastlin pochadzajucich z testovanych zdrojov.

7. V ramci vyznaceného bezpecnostného pasma bez ohladu na opatrenia uvedené v bodoch 4 az 6
je kontrolny tstav povinny

7.1 bezprostredne po oznacenej kontaminacii a v priebehu najmenej troch vegetacnych obdobi
nasledujucich po nej

7.1.1 zabezpecit zo strany svojich zodpovednych uradnych organov dozor nad podnikmi, ktoré
pestuju zemiaky, skladuju zemiakové hluzy a manipuluji s nimi, ako aj nad podnikmi
poskytujucimi zemiakarsku mechanizaciu dodavatelskym spdsobom,

7.1.2 vyzadovat, aby sa podla primeranych postupov Ccistila a dezinfikovala zemiakarska
mechanizacia a podla potreby aj jej skladovacie priestory tak, ako je to uvedené v bode 3,

7.1.3 vyzadovat, aby sa vramci tohto pasma vysadzali len uznané (certifikované) sadivové
zemiaky,

7.1.4 vyzadovat, aby sa vo vSetkych podnikoch v ramci tohto pasma s hluzami zemiaka uréenymi
na dalSie vysadzanie narabalo oddelene od ostatnych,

7.1.5 podla § 2 ods. 1 vykonavat prieskumy,

7.2 v priebehu primeraného obdobia a podla potreby zaviest program kompletnej vymeny
sadivovych zemiakov.

Priloha ¢. 4

k nariadeniu vlady ¢. 70/2004 Z. z.

Zoznam transponovanych pravnych aktov
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Tymto nariadenim sa transponuje Smernica Rady 93/85/EHS o kontrole baktériovej kriizkovitosti
zemiaka.

Smernica Rady je prelozena do slovenského jazyka; do tradného prekladu v slovenskom jazyku
mozno nahliadnut v sidle Institutu pre aproximaciu prava Uradu vlady Slovenskej republiky,
Namestie slobody 1/21, Bratislava.
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1) § 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.

2) § 2 ods. 17 zakona Narodnej rady Slovenskej republiky ¢. 291/1996 Z. z. v zneni neskorsich
predpisov.

3) 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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