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(Akty, ktérych publikacja jest obowigzkowa)

DYREKTYWA KOMISJI 2006/56/WE

z dnia 12 czerwca 2006 r.

zmieniajaca zalaczniki do dyrektywy Rady 93/85/[EWG w sprawie zwalczania bakteriozy
piericieniowej ziemniaka

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajgc Traktat ustanawiajagcy Wspodlnote Europejska,

uwzgledniajgc dyrektywe Rady 93/85/EWG z dnia 4 pazdzier-
nika 1993 r. (') w sprawie zwalczania bakteriozy pierscieniowej
ziemniaka, w szczegdlnosci jej art. 12,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1)  Jednym z waznych organizméw szkodliwych dla ziem-
niaka jest Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp.
sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., czyn-
nik chorobotwoérczy powodujacy bakterioze pierScie-
niowg ziemniaka (zwany dalej ,organizmem”).

(2)  Organizm ten nadal wystepuje w niektérych rejonach
Wspdélnoty.

(3)  Dyrektywa Rady 93/85/EWG ustalila szczegdtowe Srodki,
ktére maja zostaé podjete w panstwach cztonkowskich
dla zlokalizowania organizmu i ustalenia jego zasiggu
wystepowania; zapobiezenia jego wystapieniu i rozprze-
strzenianiu si¢; oraz, w przypadku jego wykrycia, w celu
zapobiezenia jego rozprzestrzenianiu si¢ i zwalczania
majacego na celu jego zniszczenie.

(4)  Od tamtego czasu nastapil znaczacy rozwéj wiedzy o bio-
logii i o procedurach wykrywania i identyfikacji organi-
zmu; co wigcej, doSwiadczenie praktyczne zdobyte przy
zwalczaniu organizmu sprawia, ze konieczna jest rewizja
kilku technicznych ustalen, majacych zwiazek ze $rod-
kami zwalczania.

(5) W tej sytuacji wydaje sig, Ze konieczny jest przeglad i aktu-
alizacja Srodkow, ktérych opis zawarto w zalacznikach do
dyrektywy 93/85/EWG.

(') Dz.U. L 259 z 18.10.1993, str. 2.

(6)  Jesli chodzi o procedury wykrywania i identyfikacji, ujeto
tu zaréwno ostatnio opracowane metody, takie jak fluo-
roscencyjna hybrydyzacja in situ (FISH), czy tancuchowa
reakcja polimerazy, jak i udoskonalenia réznych elemen-
téw technicznych procedury wykrywania i identyfikacji
stosowanej dotychczasowo.

(7)  Jesli chodzi o techniczne elementy Srodkéw zwalczania
choroby, poprawiono ustalenia co do: sposobu konser-
wagcji badanych préb, aby moéc $ledzi¢ droge organi-
zmu, elementéw potrzebnych do stwierdzenia zasiggu
prawdopodobnego porazenia, szczeg6tow powiadamiania
o wszelkich potwierdzonych przypadkach wystepowania
organizmu i odpowiedniej strefie porazenia, Srodkéw,
ktére nalezy wprowadzi¢ w miejscach produkeji okreslo-
nych jako porazone, a znajdujacych si¢ w obrebie wyzna-
czonych stref.

®)  Srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie sa zgodne
z opinig Stalego Komitetu ds. Zdrowia Roslin,

PRZYJMUJE NINIEJESZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Zalaczniki do dyrektywy 93/85/EWG zostaja niniejszym zasty-
pione odpowiednimi tekstami zawartymi w Zataczniku do niniej-
szej dyrektywy.

Artykut 2

1. Panstwa czlonkowskie przyjmujg i publikuja, najpézniej do
dnia 31 marca 2007 r., przepisy ustawowe, wykonawcze i admi-
nistracyjne niezbedne do wykonania niniejszej dyrektywy. Pan-
stwa czlonkowskie niezwlocznie przekazuja Komisji teksty tych
przepiséw oraz tabele korelacji migdzy tymi przepisami i niniej-
szg dyrektywa.

Panstwa Czlonkowskie stosuja wspomniane przepisy od dnia
1 kwietnia 2007 r.

Przepisy przyjete przez panistwa czlonkowskie zawierajg odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzedowej publikacji. Sposéb dokonania takiego odniesienia
ustalany jest przez panstwa cztonkowskie.
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2. Panstwa czlonkowskie niezwlocznie przekaza Komisji tekst Artykut 4
podstawowych przepiséw prawa krajowego, przyjetych w dzie-
dzinach objetych niniejsza dyrektywa. Niniejsza dyrektywa skierowana jest do pafistw cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 12 czerwca 2006 r.

Artykut 3

W imieniu Komisji

Niniejsza dyrektywa wchodzi w zycie trzeciego dnia po jej opu- Markos KYPRIANOU
blikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii Europejskiej. Czlonek Komisji
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ZALACZNIK I

SCHEMAT BADANIA DIAGNOSTYCZNEGO WYKRYWANIA I IDENTYHKACJI BAKTERIOZY PIERS-
CIENIOWEJ ZIEMNIAKA, CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (Smith) Davis et al. ssp. SEPEDONICUS
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al.

ZAKRES SCHEMATU TESTOW
Przedstawiany schemat obejmuje rézne procedury zwigzane z:
i)  diagnoza bakteriozy pierécieniowej w bulwach ziemniaka i ro$linach;
ii)  wykrywaniem Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w probach bulw ziemniaka i roslinach;

i) identyfikacja Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus).

ZASADY OGOLNE

Zoptymalizowane protokoly dla réznych metod, zatwierdzone odczynniki i szczegdly przygotowania materialéw testo-
wych i kontrolnych zamieszczono w dodatkach. Lista laboratoriéw, ktére braly udzial w optymalizacji i zatwierdzaniu
protokotéw, zostata przedstawiona w dodatku 1.

Poniewaz protokoly obejmujg wykrywanie organizméw poddawanych kwarantannie i bedg obejmowaé wykorzystanie
zywych kultur C. m. subsp. sepedonicus jako materialéw kontrolnych, konieczne bedzie prowadzenie dziatan we whasci-
wych warunkach kwarantanny, z odpowiednimi instalacjami usuwania odpadéw i pod warunkiem posiadania odpowied-
nich licendji, wydawanych przez urzgdowe instytucje odpowiedzialne za kwarantanng roslin.

Parametry testow musza zapewniaé spéjne i powtarzalne wykrywanie poziomu C. m. subsp. sepedonicus przy ustalonych
progach czutoéci wybranych metod.

Konieczne jest dokfadne przygotowanie kontroli pozytywnych.

Przeprowadzanie testow stosownie do wymaganych progdw oznacza takze wlasciwe warunki w miejscu przeprowadzania
badan, konserwacje i kalibracje sprzetu, ostrozne przechowywanie i obchodzenie si¢ z odczynnikami i wszelkie $rodki
majace zapobiec kontaminacji miedzy prébami, np. oddzielanie kontroli dodatnich od prébek testowych. Muszg by¢ sto-
sowane normy kontroli jakosci, aby unikna¢ bledéw administracyjnych i innych, zwlaszcza dotyczacych etykietowania
i dokumentacji.

Podejrzewane wystapienie, jak okreslono w art. 4 ust. 2 dyrektywy 93/85/EWG, oznacza wynik dodatni w testach diagno-
stycznych lub przesiewowych, przeprowadzanych na probie zgodnie z tym, co przedstawiono w schematach blokowych.

Jesli pierwszy test przesiewowy (IF lub PCR[FISH) jest dodatni, to podejrzewa si¢ porazenie Cms i nalezy przeprowadzi¢
drugi test przesiewowy. Jesli drugi test przesiewowy jest dodatni, to podejrzenie zostaje potwierdzone (podejrzewane wysta-
pienie) i procedura musi by¢ kontynuowana zgodnie ze schematem. Jesli drugi test przesiewowy jest ujemny, uznaje sie,
ze préba nie jest porazona Cms.

Tak wigc dodatni wynik testu IF, jak okreSlono w art. 4 ust. 2, jest wyznaczony przez dodatni odczyt IF, potwierdzony
przez drugi test przesiewowy (PCR/FISH).

Zgodnie z tredcig art. 5 ust. 1 dyrektywy 93/85/EWG potwierdzona obecnos¢ pociaga za sobg koniecznos¢ izolacji i iden-
tyfikacji czystej kultury C. m. subsp. sepedonicus z potwierdzeniem patogennosci.

1. SCHEMAT BLOKOWY

1.1. Schemat wykrywania w przypadku diagnozowania bakteriozy pierScieniowej w bulwach ziemniaka i w
ro$linach ziemniaka na podstawie objawéw bakteriozy pierScieniowej

Procedura testowa jest przeznaczona dla bulw ziemniaka i calych roélin z typowymi lub podejrzewanymi obja-
wami bakteriozy pierscieniowej. Obejmuje szybki test przesiewowy, izolacj¢ czynnika chorobotwérczego z zain-
fekowanej tkanki przewodzacej na podloze diagnostyczne i w przypadku dodatniego wyniku — identyfikacje
kultury jako C. m. subsp. sepedonicus.
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Bulwy ziemniaka lub rosliny ziemniaka wykazujace objawy
bakteriozy pierscieniowej (')

<

( IZOLACJA (%) )

( Kolonie o typowej morfologii (+) )

C.m. subsp. sepedonicus nie wykryto.
< NIE (%) Préba uznana za nieporazong przez

C.m. subsp. sepedonicus

|

SZYBKIE TESTY DIAGNOSTYCZNE (?) ]

TAK

( Oczyszczenie przez pasazowanie )

( TESTY IDENTYFIKACYJNE (°) )—<

Potwierdzenie czystej kultury
C.m. subsp. sepedonicus przez oba testy

‘ Préba nieporazona przez
C.m. subsp. sepedonicus

X

TEST PATOGENICZNOSCI (7) )

Préba porazona przez
C.m. subsp. sepedonicus

M Opis objawbéw zamieszczono w czgsci 2.
(3 Wiasciwymi testami sa:

— Test IF (czesc¢ 4),

— Test PCR (czes¢ 6),

— Test FISH (cze$¢ 5).
® Mimo Zze izolacja czynnika chorobotwérczego z materiatu roslinnego z typowymi objawami przy zastosowaniu techniki rozcienczen
ptytkowych jest prosta, hodowla z zaawansowanych stadiéw infekcji moze sie nie uda¢. Bakterie saprofityczne, ktére rosng na chorej
tkance, mogg przyttumi¢ lub zahamowac¢ wzrost czynnika chorobotwérczego na podtozu do izolacji. Wobec tego zaleca sie stosowac
zaréwno selektywne, jak i nieselektywne podtoza, najlepiej MTNA (cze$¢ 8) lub test biologiczny (cze$¢ 7).
Opis morfologii typowej kolonii zamieszczono w czesci 8.

*)

® Jesli test izolacji jest ujemny, ale objawy choroby sg typowe, nalezy powtérzy¢ izolacje.

(°)  Wiarygodna identyfikacja czystej kultury C.m. subsp. sepedonicus uzyskiwana jest przy uzyciu testébw wymienionych w czesci 9.
@]

Test patogenicznosci opisano w czesci 10.
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1.2 Schemat wykrywania i identyfikacji Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w prébach bulw ziemniaka
niewykazujacych objawéw

Zasada

Procedura testowa jest przeznaczona do wykrywania utajonych infekcji w bulwach ziemniaka. Dodatni wynik
w przynajmniej dwoch testach przesiewowych, opartych na réznych zasadach biologicznych, musi by¢ uzupel-
niony o izolacj¢ czynnika chorobotwérczego; a nastgpnie, w przypadku izolacji typowych kolonii, o potwierdze-
nie czystej kultury jako C. m. subsp. sepedonicus. Dodatni wynik z jednego tylko testu przesiewowego nie wystarcza,
aby uzna¢ prébe za podejrzana.

Testy przesiewowe i testy izolacji muszg umozliwia¢ wykrycie od 10* do 10* komérek/ml zawiesiny kontroli
pozytywnej wlaczonej do kazdej serii testow.
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( Proba bulw ziemniaka (") )

I
Ekstrakcja i zageszczanie patogenu (?) )

TESTY PRZESIEWOWE (%)
test IF ()/test PCR (°)/test FISH (°)

( Pierwszy test przesiewowy (%) )

)

Nie wykryto C.m. subsp. sepedonicus
préba nieporazona przez
C.m. subsp. sepedonicus

Nie wykryto C.m. subsp. sepedonicus
proba nieporazona przez
C.m. subsp. sepedonicus

(Izolacja na podtoza selektywne () i test biologiczny (8)]

I
[ Kolonie o typowej morfologii (°) ]

Nie wykryto C.m. subsp. sepedonicus
proba nieporazona przez
C.m. subsp. sepedonicus

NIE (1)

[ Oczyszczenie przez pasazowanie )
(TESTYINDENTYFIKACYJNE @) )—%>—( TEST PATOGENICZNOSCI (') ]
Potwierdzenie czystej kultury
C.m. subsp. sepedonicus w obu testach

‘ Préba nieporazona przez
C.m. subsp. sepedonicus

Préba porazona przez
C.m. subsp. sepedonicus
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" Standardowa wielko$¢ probki wynosi 200 bulw, chociaz procedura moze by¢ stosowana do mniejszych préb, jesli 200 bulw nie jest
dostepnych.

(®  Metody ekstrakcji czynnika chorobotwérczego i metody jego zageszczania zostaly opisane w czesci 3.1.

(] Jesliconajmniej dwa testy oparte na réznych zasadach biologicznych dajg dodatnie wyniki, nalezy przeprowadzi¢ izolacje i potwierdzenie.
Wykona¢ co najmniej jeden test przesiewowy. Gdy test daje wynik ujemny, préba zostaje uznana za ujemna. W przypadku gdy test
daje wynik dodatni, nalezy przeprowadzi¢ drugi lub kolejne testy przesiewowe wykorzystujace rézne zasady biologiczne w celu
zweryfikowania pierwszego wyniku dodatniego. Jesli drugi lub kolejne testy dajg wyniki ujemne, proba jest uznawana za ujemna. Dalsze
testy nie sg potrzebne.

(*)  Testimmunofluorescencyjny (IF).

Do testow przesiewowych IF nalezy zawsze stosowa¢ przeciwciato poliklonalne, dodatkowe przeciwciata monoklonalne moga zapewni¢
wiekszg specyficznos¢ (patrz: czes¢ 4).
(®)  TestPCR.
Stosowa¢ odpowiednio zatwierdzone odczynniki i procedury PCR (patrz: czg$¢ 6).
(®)  Test FISH.
Stosowa¢ odpowiednio zatwierdzone odczynniki i procedury (patrz: cze$¢ 5).

()  Selektywna izolacja.

Zastosowanie podioza MTNA lub NCP-88 oraz rozcienczenia 1/100 zawiesiny to w wielu przypadkach wiasciwa metoda bezposredniej
izolacji C. m. subsp. sepedonicus. Typowe kolonie mozna otrzymaé po 3—10 dniach od posiewu. Czynnik chorobotwérczy moze byé
nastepnie oczyszczony i zidentyfikowany. Petne wykorzystanie potencjatu testu wymaga starannego przygotowania fragmentéw tkanki
przewodzgcej z czesci przystolonowej bulwy, aby unikng¢ obecnosci w pozywce wtérnych bakterii zwigzanych z bulwg ziemniaka, ktére
konkurujg z C. m. subsp. sepedonicus na podtozu i moga przyttumi¢ czynnik chorobotwoérczy. Jesli zawiedzie test ptytkowy, konieczne
jest wykonanie izolacji z roslin uzytych do testu biologicznego (patrz: czg$¢ 8).

(®)  Test biologiczny jest stosowany w celu izolacji C. m. subsp. sepedonicus z ekstraktu osadu ziemniaka przez selektywne namnozenie w
roslinach oberzyny (Solanum melongena). Test wymaga optymalnych warunkéw inkubaciji, zgodnie z opisem metody. Bakterie hamujgce
rozw6j C. m. subsp. sepedonicus na podiozu MTNA lub NCP-88 najprawdopodobniej nie beda zaktécac tego testu. (patrz: czes¢ 7).

(®)  Morfologia typowej kolonii zostata opisana w czesci 8.

(") Hodowla lub testy biologiczne moga nie dostarczy¢ oczekiwanych wynikéw z powodu konkurengii lub inhibicyjnego dziatania bakterii
saprofitycznych. Jesli w testach przesiewowych uzyskano wyniki dodatnie, ale testy izolacji s ujemne, nalezy powtorzy¢ testy izolacji z
tego samego osadu lub pobierajac dodatkowg tkanke przewodzgca w poblizu czesci przystolonowej przekrojonych bulw pochodzacych
z tej samej proby oraz jesli to konieczne, poddac testom dodatkowe proby.

(")  Wiarygodna identyfikacje czystych przypuszczalnie kultur C. m. subsp. sepedonicus osiaga sie dzigki testom opisanym w czesci 9.

('?)  Test patogenicznosci opisano w czgsci 10.



L 182/8 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 4.7.2006

1.3. Schemat wykrywania i identyfikacji Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w prébach roélin ziem-
niaka niewykazujacych objawéw

[ Proba fragmentoéw todyg (")

TESTY PRZESIEWOWE (%)
izolacja selektywna (*)/test IF (%)/test PCR (6)/testFISH (7)
dodatkowe testy pomocnicze: test bilologiczny (8)

Kolonie o typowej morfologii (+) Wszystkie wykonane testy
po izolacji

Nie wykryto C.m. subsp. sepedonicus
< NIE (°) proba nieporazona przez
C.m. subsp. sepedonicus
Gj

( Oczyszczenie przez pasazowanie )

( TESTY IDENTYFIKACYJNE (') )—<>—( TEST PATOGENICZNOSCI (') )

Potwierdzenie czystej kultury
C.m. subsp. sepedonicus
w obu testach

‘ Préba nieporazona przez
C.m. subsp. sepedonicus

Préba porazona przez
C.m. subsp. sepedonicus

( Ekstrakcja i zageszczanie patogenu (?) )
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(")  Zalecane wielkosci prob podano w czesci 3.2.

® Metody ekstrakcji czynnika chorobotwérczego i metody jego zageszczania zostaty opisane w czesci 3.2.

(®  Jesli co najmniej dwa testy oparte na réznych zasadach biologicznych dajg dodatnie wyniki, nalezy przeprowadzié¢ izolacje i
potwierdzenie.
Wykona¢ co najmniej jeden test przesiewowy. Gdy test ten daje wynik ujemny, préba zostaje uznana za ujemng. W przypadku gdy test
ten daje wynik dodatni, nalezy przeprowadzi¢ drugi lub kolejne testy wykorzystujgce rézne zasady biologiczne w celu zweryfikowania
pierwszego dodatniego wyniku. Jesli drugi lub kolejne testy dajg wyniki ujemne, préba jest uznawana za ujemng. Dalsze testy nie sg
potrzebne.

() Testizolacji na podtoza selektywne i typowa morfologia kolonii zostaty opisane w czesci 8.

(®)  Test IF opisano w czesci 4.

(®)  Testy PCR opisano w czesci 6.

(")  Test FISH opisano w czesci 5.

(®)  Test biologiczny opisano w czesci 7.

(®)  Hodowla lub testy biologiczne moga nie dostarczy¢ oczekiwanych wynikéw z powodu konkurenciji lub inhibicyjnego dziatania bakterii
saprofitycznych. Jesli w testach przesiewowych uzyskano wyniki dodatnie, ale testy izolacji sg ujemne, nalezy powtorzy¢ testy izolacji i
— jesli to konieczne — podda¢ testom dodatkowe préby.

(")  Wiarygodng identyfikacje czystych kultur przypuszczalnie C. m. subsp. sepedonicus osiaga sig dzieki testom opisanym w czesci 9.

(")  Test patogenicznosci opisano w czesci 10.
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2.

2.1.

2.2.

3.1.

BADANIE WIZUALNE OB}AWOW BAKTERIOZY PIERSCIENIOWE]

Rosliny ziemniaka

W europejskich warunkach klimatycznych objawy sg rzadko stwierdzane na polu i czgsto jedynie na koficu
sezonu. Co wiecej, objawy sa czesto zamaskowane przez inne choroby lub mylone z innymi chorobami, starze-
niem si¢ i uszkodzeniami mechanicznymi. Tak wigc w czasie kontroli w terenie fatwo przeoczy¢ objawy. Objawy
wigdnigcia bardzo si¢ r6znig od objawdéw wiednigcia w przypadku §luzaka; wigdnigcie zazwyczaj nastgpuje powoli
i poczatkowo ograniczone jest do krawedzi lisci. Zainfekowane milode liscie czgsto nadal rosna, cho¢ wolniej
w rejonach zainfekowanych. Sprawia to, ze liScie przyjmuja dziwaczne ksztalty. Liscie dotknigte niedroznoscia
tkanek przewodzacych w dolnej czgdci todygi czgsto majg zotte do pomaraficzowych chlorotyczne plamy mig-
dzy zytkami. Zainfekowane listki, liScie, a nawet fodygi moga w koncu obumrzeé. Czgsto liscie i bulwy sa po
prostu mniejsze. Czasem rosliny sa skarfowaciate. Kolorowe ilustracje réznych objawéw mozna obejrzec na stro-
nie internetowej http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

Bulwy ziemniaka

Do najwczes$niejszych objawdw, obserwowanych szczegdlnie w poblizu czgsci przystolonowych bulwy, naleza
nieznaczna szklisto$¢ lub przejrzystos¢ tkanek, bez rozmigkczenia wokot wigzek przewodzacych. PierScien wig-
zek przewodzacych w czesci przystolonowej moze by¢ nieco ciemniejszy niz zazwyczaj. Pierwszym latwym do
rozpoznania objawem jest przebarwienie pierScienia wigzek przewodzacych na zéttawo. Po lekkim Scisnigciu
bulwy z naczyn wydostaja si¢ ,stupki” serowatej masy. Wyciek ten zawiera miliony bakterii. W tym stadium
mozna obserwowac bragzowienie wigzek przewodzacych, a objawy obserwowane w bulwach mogg przypominaé
objawy $luzaka, choroby powodowanej przez Ralstonia solanacearum. Poczatkowo objawy te moga by¢ ograni-
czone do jednej czesci pierScienia, niekoniecznie w poblizu czesci przystolonowej, i moga si¢ rozszerzaé stop-
niowo na caly pierScien. W miare rozprzestrzeniania si¢ infekcji dochodzi do zniszczenia wiazek przewodzacych;
kora zewnetrzna moze oddziela¢ sie od wewnetrznej. W zaawansowanym stadium infekcji na powierzchni bulwy
pojawiaja si¢ spekania, ktdre czesto majg czerwonawo-brazowe brzegi. Ostatnio w Europie obserwowano przy-
padki, w ktérych centralna cz¢$¢ kory gnita jednoczesnie z pierScieniami wigzek przewodzacych, co w rezultacie
prowadzilo do wtérnej inwazji z objawami wygniwania tkanek i nekrozy. Wtérna infekcja bakteryjna czy grzy-
bowa moze maskowac objawy i dlatego odréznienie zaawansowanego stadium infekcji bakteriozy piercieniowej
od innych zgnilizn moze by¢ trudne, a nawet niemozliwe. Mozliwe sa objawy nietypowe. Kolorowe ilustracje
réznych objawéw mozna obejrze¢ na stronie internetowej http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

PRZYGOTOWANIE PROB

Bulwy ziemniaka

Uwaga:

—  Standardowa wielko$¢ proby wynosi 200 bulw. Bardziej intensywne badania wymagaja wigkszej ilosci testéw na prébach
tej wielkosci. Wigksza liczba bulw w probie bedzie uniemozliwia¢ lub utrudniaé interpretacj¢ wynikéw. Jednak gdy dostepna
jest mniejsza niz 200 liczba bulw, procedure te mozna stosowa¢ z powodzeniem.

—  Zatwierdzanie wszystkich opisanych nizej metod wykrywania oparte bylo na testowaniu préb ztozonych z 200 bulw.

—  Opisany ponizej ekstrakt z ziemniakéw moze by¢ takze wykorzystany do wykrywania bakterii §luzaka, Ralstonia solanacearum.

Opcjonalna procedura wstgpna, poprzedzajaca przygotowanie préby:

Umy¢ bulwy. Miedzy kolejnymi prébami uzywaé odpowiednich srodkow dezynfekujacych (zwiazkow chloru, jesli
ma zosta przeprowadzany test PCR, aby catkowicie usungé DNA czynnika chorobotworczego), i detergentow.
Wysuszy¢ bulwy na powietrzu. Ta procedura mycia jest szczeg6lnie uzyteczna (lecz niewymagana) w przypadku
prob z nadmierng iloscig ziemi i je$li majg by¢ stosowane test PCR lub metoda bezposredniej izolacji.

Za pomocy czystego i zdezynfekowanego skalpela lub noza do warzyw zdjaé skorke z czgsci przystolonowej
kazdej bulwy tak, aby stala si¢ widoczna tkanka naczyniowa. Nalezy starannie wycia¢ niewielki stozek tkanki
przewodzacej z czgsci przystolonowej i zostawic jak najmniejsza ilo$¢ innych tkanek (patrz: strona internetowa:
http://forum.europa.cu.int/Public/irc/sanco/Home/main)

Uwaga:

Odlozy¢ na bok wszystkie bulwy z podejrzeniem objawdw bakteriozy pierscieniowej i testowac je oddzielnie.
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3.2

3.2.1.

Jezeli w czasie pobierania tkanki przystolonowej obserwuje si¢ objawy nasuwajace podejrzenie bakteriozy piers-
cieniowej, nalezy przeprowadzi¢ wzrokowe badanie bulwy po przecigciu jej w poblizu czesci przystolonowe;.
Kazda przecigta bulwa z podejrzanymi objawami musi by¢ poddana korkowaceniu w temperaturze pokojowej
przez 2 dni oraz przechowywana w warunkach odizolowania (w temperaturze 4-10 °C) az do chwili ukoriczenia
wszystkich testéw. Wszystkie bulwy danej préby (w tym bulwy podejrzane) powinny by¢ przechowywane zgod-
nie z zasadami okre§lonymi w zalaczniku IL

Fragmenty czgsci przystolonowych umiesci¢ w nieuzywanych wezesniej pojemnikach jednorazowego uzytku,
ktére mozna szczelnie zamknaé (w przypadku powtdérnego uzycia pojemnikoéw nalezy je starannie oczyscic
i zdezynfekowa¢ przy uzyciu zwigzkéw chloru). Pobrane fragmenty czgici przystolonowych najlepiej poddaé
obrobee niezwlocznie. Jesli nie jest to mozliwe, przechowywac je w pojemniku, nie dodajac buforu, nie duzej
niz 72 godziny w lodowce, za§ w temperaturze pokojowej nie dtuzej niz 24 godziny. Wysuszenie i korkowace-
nie rdzeni oraz rozwéj saprofitow w czasie przechowywania moga utrudni¢ wykrywanie bakterii powodujacych
bakteriozg pierscieniowa.

Z pobranymi fragmentami czesci przystolonowych postepowaé wedlug jednej z nastepujacych procedur:

a)  Fragmenty tkanki przystolonowej pokry¢ dostateczna objetoscig (okoto 40 ml) buforu do ekstrakgji (doda-
tek 3) i mieszaé na wytrzgsarce obrotowej (50-100 obr./min) przez 4 godziny, utrzymujac temperaturg¢ poni-
z¢j 24 °C lub przez 16-24 godzin w lodéwce;

lub

b)  Fragmenty tkanki przystolonowej homogenizowa¢ z odpowiednig iloscia (okoto 40 ml) buforu do ekstrak-
¢ji (dodatek 3) albo z uzyciem miksera (np. Waring lub Ultra Thurax), albo przez rozdrabnianie w szczelnie
zamknietej jednorazowej torebce do maceracji (np. Stomacher lub Bioreba z polietylenu o duzej wytrzyma-
tosci, 150 mm x 250 mm; sterylizowane promieniowaniem), uzywajac gumowego miotka lub odpowied-
niego aparatu do rozdrabniania (np. Homex).

Uwaga:

Jesli proby sa homogenizowane przy uzyciu miksera, ryzyko kontaminacji migdzy probami jest znaczne. Nalezy podjaé odpo-
wiednie $rodki ostroznosci, aby nie dopusci¢ do powstania aerozolu lub rozlania w czasie procesu ekstrakeji. Nalezy sie¢ upewnié,
ze do kazdej proby uzywane sg $wiezo wysterylizowane ostrza i naczynia miksera. Jesli ma by¢ stosowany test PCR, unika¢ prze-
niesienia DNA na pojemniki lub aparaty do rozdrabniania. Jesli ma by¢ zastosowany test PCR, zleca si¢ rozdrabnianie w toreb-
kach i stosowanie jednorazowych probowek.

Zdekantowac supernatant. Jesli jest zbyt metny, sklarowaé — albo przez odwirowanie przy niskiej liczbie obrotéw
(przy nie wigcej niz 180 g przez 10 minut w temperaturze 4-10 °C), albo przez filtracje w prézni (40-100 pm),
myjac filtr dodatkowym (10 ml) buforem do ekstrakgji (dodatek 3).

Zagesci¢ frakcje bakterii przez odwirowanie przy 7 000 g przez 15 minut (lub 10 000 g przez 10 minut) w tempe-
raturze 4-10 °C i odrzuci¢ supernatant bez naruszania osadu.

Zawiesi¢ powtérnie osad w 1,5 ml buforu do zawieszania osadu (dodatek 3). Stosowaé 500 pl w badaniach na
obecno$é C. m. subsp. sepedonicus, 500 pl w badaniach na obecnos¢ Ralstonia solanacearum i 500 pl do celéw
poréwnawczych. Doda¢ sterylng gliceryng az do uzyskania ostatecznego stezenia 10-25 % (obj./obj.) i doda¢ do
500 pl zawiesiny poréwnawczej i do pozostalej zawiesiny testowej, zworteksowac i przechowywaé w tempera-
turze od — 16 do — 24 °C (tygodnie) lub od — 68 do — 86 °C (miesiace). W czasie wykonywania testu przechowy-
wac zawiesiny testowe w temp. 4-10 °C.

Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie nie jest wskazane.
Jesli konieczny jest transport ekstraktu, zapewni¢ dostawe w przenosnej lodéwce w ciagu 24 lub 48 godzin.

Jest niezwykle wazne, aby w celu uniknigcia kontaminacji wszystkie kontrole pozytywne C. m. subsp. sepedonicus
i préby bada¢ osobno. Odnosi si¢ to zaréwno do szkielek IF, jak i do wszystkich testéw.

Rosliny ziemniaka

Uwaga:

Do wykrywania utajonych populacji C. m. subsp. sepedonicus zaleca si¢ stosowanie testéw prob ztozonych. Procedur¢ mozna bez
problemdéw stosowac do prob nieprzekraczajacych 200 czesci todyg. (Jesli przeprowadzane sa badania statystyczne, nalezy sie
oprzeé na statystycznie reprezentatywnej probie badanej populagji roslin).

Za pomoca zdezynfekowanego noza lub sekatora wycia¢ 1-2-centymetrowy fragment lodygi tuz ponad
powierzchnig gruntu.
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3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Przez krotka chwile dezynfekowad fragmenty todygi 70-procentowym etanolem i natychmiast osuszy¢ je bibula.

Umiesci¢ segmenty todygi w zamknietym, sterylnym pojemniku, stosujac sie do nastepujacych procedur pobie-
rania préb:

Podda¢ fragmenty todyg jednej z nastgpujacych procedur:

a)  Pokry¢ odcinki fodygi dostateczng objetoscia (okoto 40 ml) buforu ekstrakcyjnego (dodatek 3) i mieszaé na
wytrzasarce obrotowej (50-100 obr./min) przez 4 godziny w temperaturze ponizej 24 °C lub przez 16-24
godziny w lodowce;

lub

b) Rozpoczaé procedure bezzwlocznie, miazdzac odcinki todygi w mocnej torebce do maceragji (np. Stoma-
cher lub Bioreba) z odpowiednig ilo$cig buforu ekstrakcyjnego (dodatek 3), uzywajac gumowego miotka lub
odpowiedniego urzadzenia do rozdrabniania (np. Homex). Jesli nie jest to mozliwe, przechowywaé odcinki
lodyg nie dluzej niz 72 godziny w lodéwce lub nie dluzej niz 24 godziny w temperaturze pokojowe;.

Zdekantowacd supernatant po ustaleniu si¢ przez 15 minut.

Dalsze klaryfikowanie ekstraktu lub zageszczanie frakgji bakteryjnej zwykle nie jest wymagane, ale mozna je osiag-
ng¢ przez filtracje i/lub odwirowanie, jak opisano w cze$ciach 3.1.4-3.1.6.

Podzieli¢ czysty lub stezony ekstrakt z proby na dwie rowne czgéci. W czasie przeprowadzania testu jedng potowe
trzymaé w temperaturze 4-10 °C, a drugg polowe — z 10-25 % (obj./obj.) sterylnego glicerolu przechowywac
w temperaturze — 16 do — 24 °C (tygodnie) lub w — 68 do — 86 ° C (miesigce), jesli wymagane sg dalsze testy.

TEST IF

Zasada

Stosowanie testu IF jako gléwnego testu przesiewowego jest zalecane z uwagi na wykazang zdolno$¢ osiggania
wymaganych progéw wykrywalnosci.

Kiedy test IF jest stosowany jako glowny test przesiewowy, a wynik IF jest dodatni, konieczne jest zastosowanie
testu PCR lub FISH jako drugiego testu przesiewowego. Kiedy test IF jest stosowany jako drugi test przesiewowy,
a odczyt IF jest dodatni, do zakoniczenia analizy wymagane jest przeprowadzanie dalszych testow, zgodnie ze
schematem blokowym.

Uwaga:

Zawsze wtedy, kiedy test IF jest stosowany jako gléwny test przesiewowy, stosowaé przeciwciata poliklonalne. W przypadku
pozytywnego wyniku IF z przeciwciatem poliklonalnym dalsze badanie proby przy uzyciu przeciwciala monoklonalnego moze
zapewni¢ wieksza specyficznos¢, ale moze by¢ mniej czule.

Uzywaé przeciwcial do szczepu poréwnawczego C. m. subsp. sepedonicus. Zaleca sig, aby dla kazdej nowej partii przeciwciat
okresla¢ miano. Miano jest okreslane jako najwicksze rozcieficzenie, przy ktérym zachodzi optymalna reakcja w czasie testowa-
nia zawiesiny od 10%> do 10° komérek na ml homologicznego szczepu C. m. subsp. sepedonicus i przy uzyciu odpowiedniego
koniugatu izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC), zgodnie z zaleceniami producenta. Stezone przeciwciata poliklonalne lub mono-
klonalne powinny mie¢ miano IF przynajmniej 1:2000. W czasie przeprowadzania testu przeciwciala powinny by¢ stosowane
przy stezeniu roboczym (WD) bliskim lub réwnym mianu. Stosowaé zatwierdzone przeciwciala (patrz: strona internetowa
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Test powinien by¢ przeprowadzany na $wiezo przygotowanych ekstraktach z prob. Jesli to konieczne, moze by¢ z powodzeniem
przeprowadzany na ekstraktach przechowywanych w temperaturze od — 68 do — 86 °C w glicerolu. Glicerol moze by¢ usuniety
z proby przez dodanie 1 ml buforu do zawieszania osadu (dodatek 4), powtérne odwirowanie przez 15 minut przy 7 000 g i
powtdrne zawieszenie w takiej samej objetosci buforu do zawieszania osadu. Czesto nie jest to konieczne, zwlaszcza jesli prepa-
raty z préb byly przygotowywane przy zastosowaniu opalania (patrz: 2.2).

Przygotowaé oddzielne szkietka kontroli pozytywnej szczepu homologicznego lub innego szczepu odniesienia
C. m. subsp. sepedonicus, zawieszonego w ekstrakcie z ziemniaka, jak szczegélowo opisano w dodatku 2, oraz
ewentualnie w buforze.

W miar¢ mozliwosci na to samo szkietko nalezy nanie$¢ jako podobnag kontrol¢ naturalnie zainfekowane tkanki
(zachowane w formie liofilizowanej lub zamrozone w temperaturze od — 16 do — 24 °C).
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Jako kontrole negatywng stosowac ekstrakty prob, ktére wezesniej daly w tescie wynik ujemny.

Uzywaé wielopunktowych szkielek mikroskopowych, najlepiej z 10 okienkami, o $rednicy co najmniej 6 mm.

Bada¢ material kontrolny w identyczny sposéb jak probe(-y).

4.1. Przygotowac szkielka testowe wedtug jednej z nastgpujacych procedur:

i) W przypadku osadu zawierajacego stosunkowo niewielkie ilosci skrobi:

Za pomocg pipety nanie$¢ na pierwsze okienko odmierzong standardowa objeto$¢ (15 l jest odpowiednia
objetoscig dla okienek o Srednicy 6 mm — zwigkszy¢ objetos¢ w przypadku okienek o wigkszej Srednicy)
rozcieficzenia 1/100 zawieszonego osadu ziemniaka. Kolejno nanosi¢ podobng objeto$¢ nierozcienczonego
osadu (1/1) na pozostale okienka w rzedzie. Drugi rzad moze by¢ uzyty jako powtérzenie lub do drugiej
proby, zgodnie ze schematem na rysunku 1.

ii) Dla innych osadéw:

Przygotowa¢ dziesigciokrotne rozcieficzenia (1/10 i 1/100) zawiesiny w buforze do zawieszania osadu.
Nanie$¢ standardowa objetos¢ (15 pl odpowiada 6 mm $rednicy okienka — dla wigkszych okienek odmie-
rzy¢ proporcjonalnie wigksza objeto$() zawiesiny na szereg okienek za pomoca pipety. Drugi rzad moze
by¢ uzyty jako powtdrzenie lub do drugiej préby, zgodnie ze schematem na rysunku 2.

4.2. Krople suszy¢ w temperaturze pokojowej lub przez podgrzewanie w temperaturze od 40 do 45 °C. Komorki
bakteryjne utrwala¢ na szkietku albo przez podgrzewanie (15 minut przy 60 °C), opalanie, 95-procentowym
etanolem lub wedlug szczeg6towych instrukeji dostawcy przeciwcial.

Jesli trzeba, przed dalszym testowaniem, utrwalone szkietka moga by¢ przechowywane w stanie zamrozonym
w suchym pojemniku tak krétko jak to mozliwe (do trzech miesigcy).

4.3. Metoda IF:

i)  Przygotowac szkielka tak jak opisano w czgsci 4.1 ppkt i):

Przygotowac zestaw dwukrotnych rozcienczen surowicy w buforze IF. Pierwsza studzienka powinna zawie-
ra¢ roztwor o mianie 1/2 (T/2), inne o mianie 1/4 (T/4), mianie 1/2 (T/2), mianie (T) i mianie 2 (2T).

ii) Przygotowal szkielka tak jak opisano w czgsci 4.1 ppkt ii):

Przygotowaé rozcieficzenie robocze (RR) surowicy w buforze IF. Rozcieficzenie robocze ma wplyw na
specyficznos¢.

Rysunek 1. Przygotowanie szkielka testowego zgodnie z czegscia 4.1 ppkt i) i czgscia 4.3 ppkt i)

Rozcieficzenia zawieszonego osadu

1/100 1/1 11 11 11 [0 Rozcienczenie
zawieszonego osadu

(T = miano) T/2 T/4 T/2 T 2T O Dwukrotne rozcieficzenia
surowicy/przeciwciala

Préba 1

00600
Powtérzenie préby 1 lub
proba 2 .6 .7 .8 .9 .10
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

Rysunek 2. Przygotowanie szkielka testowego zgodnie z czgscia 4.1 ppkt ii) i czgscig 4.3 ppkt ii)

Rozcienczenia robocze surowicy/przeciwciata

1/1 1/10  1/100 pusty pusty [0 Dziesieciokrotne
rozcienczenie
zawieszonego osadu

Préba 1

0000
Powtérzenie proby 1 lub
proba 2 .6 .7 .8 .9 .10

Ulozy¢ szkietka na wilgotnym papierze. Catkowicie pokry¢ kazde okienko roztworem(-ami) przeciwcial. Obje-
to$¢ przeciwcial nakladanych na kazde okienko musi co najmniej odpowiada¢ objgtosci nakladanego ekstraktu.

W przypadku braku szczegétowych instrukeji od dostawcy przeciwcial nalezy postepowaé wedlug nastepujacej
procedury:

Inkubowaé preparaty na wilgotnym papierze pod przykryciem przez 30 minut w temperaturze otoczenia
(18-25 °C).

Strzasna¢ kropelki z kazdego szkielka i delikatnie przepluka¢ buforem IF. Umy¢ przez zanurzenie na 5 minut
w buforze IF Tween (dodatek 3), a nastgpnie przez 5 minut w buforze IF. Unika¢ powstawania aerozoli i przeno-
szenia kropelek, co mogloby doprowadzi¢ do kontaminacji miedzy prébami. Ostroznie usungé nadmiar wilgoci
przez delikatne osuszanie bibula.

Ulozy¢ szkietka na wilgotnym papierze. Pokry¢ okienka testowe roztworem koniugatu FITC uzywanym do okres-
lenia miana. Objeto$¢ koniugatu nakladanego na okienka musi by¢ identyczna z objetoscia nakladanych
przeciwcial.

Inkubowac preparaty na wilgotnym papierze pod przykryciem przez 30 minut w temperaturze otoczenia
(18-25°C).

Strzasnac krople koniugatu ze szkietka. Wyplukac i umy¢ jak poprzednio (4.3.3).
Delikatnie usung¢ nadmiar wilgoci.

Na kazde okienko nanie$¢ pipeta 5-10 pl 0,1M buforu fosforanowo-glicerynowego (dodatek 3) lub komercyj-
nego utrwalacza zapobiegajacego odbarwianiu i nakry¢ szkietkiem nakrywkowym.

Odczytywanie testu IF:

Pod mikroskopem epifluorescencyjnym z filtrami odpowiednimi do wzbudzenia FITC, przy powigkszeniu
500-1 000, z uzyciem imersji olejowej lub wodnej obejrze¢ szkielka testowe. Okienka przeglada¢ w poprzek
dwoch Srednic przecigtych pod katem prostym oraz wokél obwodu okienka. W przypadku préb niezawieraja-
cych komérek lub zawierajacych ich niewiele obserwowaé co najmniej 40 pol.

Sprawdzi¢ najpierw szkietko z kontrola pozytywna. Komérki musza by¢ wyraznie zabarwione i wykazywac jas-
krawa fluorescencj¢ przy ustalonym mianie lub rozcieficzeniu roboczym. W przypadku niewlasciwego zabarwie-
nia test IF musi zosta¢ powtdrzony (cze$¢ 4).

Poszukiwaé w okienkach szkielek testowych jaskrawo fluoryzujacych komérek, o charakterystycznej morfologii C. m.
subsp. sepedonicus (patrz: strona internetowa http://forum.europa.cu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intensywnos¢
fluorescencji musi by¢ taka sama jak lub wigksza niz szczepu uzytego jako kontrola pozytywna przy tym samym
rozcienczeniu przeciwcial. Komérki niecatkowicie zabarwione lub stabo fluoryzujace nalezy pominaé.

Jesli zachodzi jakiekolwiek podejrzenie kontaminacji, test nalezy powt6rzy¢. Moze tak by¢, jesli wszystkie plytki
w danej partii zawieraja dodatnie komérki z powodu kontaminacji buforu lub jesli na powierzchni szkietka wyste-
puja komorki dodatnie (poza okienkiem szkietka).

Ze specyficznoscig testu immunofluorescencyjnego wiaze si¢ nieodtgcznie kilka probleméw. W osadzie z czgéci
przystolonowych bulw ziemniaka i odcinka odygi prawdopodobne jest wystgpowanie w tle populacji fluoryzu-
jacych komoérek o nietypowej morfologii oraz bakterii saprofitycznych o wielkosci i morfologii podobnej do C. m.
sepedonicus 1 dajacych reakcje krzyzowe.
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4.4.4.

4.4.5.

5.1.

Uwzglednia¢ wylacznie fluoryzujace komoérki o typowych wymiarach i morfologii przy mianie lub rozcieniczeniu
roboczym, takim jak w czesci 4.3.

Interpretacja odczytéw IF:

i) Jesli zostanie stwierdzona obecnos¢ jaskrawo fluoryzujacych komorek o charakterystycznej morfologii, nalezy
oszacowac przecigtng liczbe typowych komérek w polu widzenia i obliczy¢ liczbe typowych komérek na
ml zawieszonego osadu (dodatek 4).

Wynik IF jest dodatni dla préb z przynajmniej 5 x 10> typowych komérek na ml zawieszonego osadu.
Préba uznawana jest za potencjalnie porazong i wymagane sg dalsze testy.

i) Odczyt IF jest ujemny w przypadku préb o liczbie komérek mniejszej niz 5 x 10% na ml zawieszonego
osadu i proba jest uznawana za ujemng. Kolejne testy nie s3 wymagane.

TEST FISH

Zasada

W przypadku gdy test FISH jest stosowany jako pierwszy test przesiewowy i stwierdza si¢ w nim wynik dodatni,
nalezy przeprowadzic test IF jako drugi, obowiazkowy test przesiewowy. Kiedy test FISH jest stosowany jako
drugi test przesiewowy i daje wynik dodatni, do ukoniczenia diagnozowania konieczne jest przeprowadzenie dal-
szych testow, zgodnie ze schematem blokowym.

Uwaga:
Stosowaé zatwierdzone sondy oligonukleotydowe specyficzne dla C. m. subsp. sepedonicus (dodatek 7). Wstepne testy z uzyciem

tej metody powinny pozwoli¢ na powtarzalne wykrywanie przynajmniej 10°~10* komérek C. m. subsp. sepedonicus na ml doda-
nych do ekstraktéw prob, ktére wezesniej daly w testach wynik ujemny.

Nastepujaca procedure najlepiej jest stosowaé na $§wiezo przygotowanym ekstrakcie proby, ale moze ona by¢
takze z powodzeniem stosowana na ekstrakcie proby, przechowywanym pod gliceryng w temperaturze od — 16
do —24°Club od - 68 do - 86 °C.

Jako kontroli negatywnych uzywac ekstraktu préb, ktére wezesniej daty wynik ujemny w testach na C. m. subsp.
sepedonicus.

Jako kontrole pozytywne stosowaé zawiesiny zawierajace od 10° do 10° komérek C. m. subsp. sepedonicus na ml
(np. NCPPB 4053 lub PD 406) w 0,01M buforze fosforanowym, przygotowane z 3-5 dniowej kultury (sposéb
przygotowania opisano w dodatku 2). Przygotowac oddzielne szkietka kontroli pozytywnej z homologicznego
szczepu lub dowolnego innego szczepu odniesienia C. m. subsp. sepedonicus, zawieszonego w ekstrakcie z ziem-
niakéw, jak opisano w dodatku 2.

Stosowanie znakowanej FITC eubakteryjnej sondy oligonukleotydowej daje mozliwo$¢ kontrolowania procesu
hybrydyzacji, poniewaz barwione beda wszystkie eubakterie obecne w prébie.

Bada¢ material kontrolny w identyczny sposéb jak probe(-y).

Utrwalanie ekstraktu z ziemniakéw
Ponizsza procedura oparta jest na pracy Wullings et al., (1998):
Przygotowac roztwér utrwalajacy (patrz dodatek 7).

Za pomocy pipety przenie$¢ 100 pl ekstraktu kazdej proby do probowki Eppendorfa i wirowaé przez 8 min przy
7000 g.

Usuna¢ supernatant i rozpusci¢ osad w 500 pl utrwalacza przygotowanego < 24 godziny weczesniej. Zamieszaé
i inkubowa¢ do nastgpnego dnia przy 4 °C.

Alternatywnym utrwalaczem jest 96-procentowy etanol. W tym przypadku rozpusci¢ osad z etapu 5.1.2 w 50 pl
0,01M PB i 50 pl 96 % etanolu. Zworteksowa¢ mieszaning i inkubowaé przez 30-60 minut w 4 °C.
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5.1.4.

5.1.5.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

Wirowac przez 8 minut przy 7 000 g, usuna¢ supernatant i zawiesi¢ osad w 75 pl 0,01M PB (patrz: dodatek 3).

Nanie$¢ po 16 pl utrwalonych zawiesin na czyste szkielko wielopunktowe, tak jak pokazano na rys. 3. Na szkietko
naklada¢ dwie rézne proby, nierozcieficzone i w rozcieficzeniul:100, uzywajac 10 pl, aby uzyska¢ rozcieficzenie
1:100 (w 0,01M PB). Pozostaly roztwér proby (49 pl) moze byé przechowywany w - 20 °C po dodaniu 1 obje-
toSci 96 % etanolu. W przypadku koniecznosci powtdrzenia testu FISH, usung¢ etanol przez wirowanie i doda¢
te samg ilo$¢ 0,01M PB (zworteksowac).

Rysunek 3. Rozklad na szkietku FISH

Préba 1 Puste Puste Puste Préba 2
okienko 1 okienko 2 okienko 3 okienko 4 okienko 5
Préba 1 Puste Puste Puste Préba 2
okienko 6 okienko 7 okienko 8 okienko 9 okienko 10

Szkietko nakrywkowe 1

Szkietko nakrywkowe 2

Wysuszy¢ szkietka na powietrzu (lub w suszarce do szkielek przy 37 °C) i utrwali¢ je przez opalanie.

Na tym etapie procedure mozna przerwac. Hybrydyzacje mozna kontynuowac nastepnego dnia. Szkietka powinny
by¢ przechowywane w suchym, pozbawionym kurzu Srodowisku, w temperaturze pokojowej.

Prehybrydyzacja i hybrydyzacja

Przygotowac roztwor lizozymowy, zawierajacy 10 mg lizozymu (Sigma L-6876) w 10 ml buforu (100 mM Tris-
HCl, 50 mM EDTA, pH 8.0). Roztwor ten moze by¢ przechowywany, ale powinien by¢ zamrazany-odmrazany
tylko raz. Pokry¢ kazdg prébe okoto 50 pl roztworu lizozymowego i inkubowaé w temperaturze pokojowej przez
10 minut. Nastepnie jednokrotnie zanurzy¢ szkietka w wodzie demineralizowanej i wysuszy¢ za pomoca bibuly
filtracyjnej.

Inna procedura polega na naniesieniu na kazde okienko 50 ul 40-400 pg ml™" proteinazy K w buforze (20 mM
Tris-HCl, 2 mM CaCl,, pH 7,4) zamiast lizozymu i inkubowaniu przez 30 minut w temp. 37 °C.

Odwadnia¢ komérki w serii rozciericzeni etanolu 50 %, 80 % i 96 %, przez 1 minute w kazdej. Wysuszy¢ szkietka
na powietrzu w statywie.

Przygotowaé wilgotng komore do inkubacji, wykladajac dno szczelnie zamykanego pojemnika bibula lub papie-
rem filtracyjnym nasgczonym mieszaning hybrydyzacyjna 1x (hybmix) (dodatek 7). Wstepnie inkubowaé pojem-
nik w cieplarce do hybrydyzacji co najmniej przez 10 minut w temperaturze 55 °C.

Przygotowa¢ roztwor hybrydyzacyjny (dodatek 7), przeznaczajac 45 pl na szkielko, i wstepnie inkubowa¢ przez
5 minut w temperaturze 55 °C.

Umiescic szkietka na goracej plycie do suszenia preparatéw w temp. 45 °C i natozy¢ 10 pl roztworu hybrydyza-
cyjnego na kazde z czterech okienek na szkietku (szkietkach).

Natozy¢ dwa szkietka nakrywkowe (24 x 24 mm) na kazde szkietko podstawowe, starajac sig, aby nie uwigzié
powietrza. Umie$ci¢ szkietka we wstepnie ogrzanej wilgotnej komorze i poddawaé hybrydyzacji do nastepnego
dnia, w ciemnosci i w temperaturze 55 °C.

Przygotowa¢ trzy zlewki zawierajace 1 1 ultraczystej wody (UPW), 1 | 1x mieszaniny hybmix (334 ml 3x hybmix
i 666 ml UPW) oraz 111/2x hybmix (167 ml 3x hybmix i 833 ml UPW). Inkubowa¢ wstepnie wszystkie w fazni
wodnej, w temperaturze 55 °C.

Zdja¢ szkietka nakrywkowe z podstawowych i umiescic szkietka podstawowe w statywie.

Pozby¢ si¢ nadmiaru sondy przez inkubacje przez 15 minut w zlewce z 1x roztworem hybmix temperaturze 55 °C.
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5.2.10. Przenie$¢ statyw do szkielek do 1/2 roztworu do plukania hybmix i poddawaé inkubacji przez nastepnych
15 minut.

5.2.11. Zanurzy¢ na krétko szkietka w ultraczystej wodzie, a nastgpnie potozyc je na bibule filtracyjnej. Usuna¢ nadmiar
wilgoci przez delikatne przykrycie powierzchni bibulg filtracyjna. Nanie$¢ pipeta 5-10 pl roztworu utrwalajace-
go, zapobiegajacego odbarwieniu (np. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA lub réwnowazny) na kazde
okienko i natozy¢ duze (24 x 60 mm) szkielko nakrywkowe na cale szkietko podstawowe.

5.3. Odczytywanie testu FISH

5.3.1. Oglada¢ szkietka natychmiast, uzywajac mikroskopu dostosowanego do mikroskopii epifluoroscencyjnej pod
powigkszeniem 630 lub 1000x, pod olejkiem imersyjnym. Przy filtrze odpowiednim do izotiocyjanianu fluores-
ceiny (FITC), komérki eubakteryjne (w tym wigkszo$¢ komérek Gram ujemnych) s zabarwione na kolor fluore-
scencyjno zielony. Przy stosowaniu filtra do 5-izotiocyjanianu tetrametylorodaminy barwione komérki Cy3 C. m.
subsp. sepedonicus sg fluoryzujaco czerwone. Morfologi¢ komérek poréwnac z ta w kontroli pozytywnej. W przy-
padku niewlasciwego zabarwienia test FISH (cze$¢ 9.4) nalezy powtérzy¢. Okienka przegladaé w poprzek dwoch
$rednic przecigtych pod katem prostym oraz wokél obwodu okienka. W przypadku préb niezawierajacych
komorek lub zawierajacych ich niewiele obserwowa¢ co najmniej 40 pol.

5.3.2.  Poszukiwa¢ w okienkach szkielek testowych jaskrawo fluoryzujacych komérek, o charakterystycznej morfologii
C. m. subsp. sepedonicus (patrz: strona internetowa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Inten-
sywnos$¢ fluorescencji musi by¢ taka sama jak lub wigksza niz szczepu uzytego jako kontrola pozytywna. Komorki
niecatkowicie zabarwione lub stabo fluoryzujace nalezy pominad.

5.3.3.  Jesli zachodzi jakiekolwiek podejrzenie kontaminacji, test nalezy powtérzy¢. Moze tak by¢, jesli wszystkie plytki
w danej partii zawieraja dodatnie komérki z powodu kontaminacji buforu lub jesli na powierzchni szkietka wyste-
puja komérki dodatnie (poza okienkiem szkietka).

5.3.4.  Ze specyficznoscig testu FISH wiaze si¢ nicodlgcznie kilka probleméw. W osadzie z czgici przystolonowej bulw
ziemniaka i fragment6éw todygi prawdopodobne jest wystgpowanie w tle populacji fluoryzujacych komérek o nie-
typowej morfologii oraz dajacych reakcje krzyzowe bakterii saprofitycznych o wielkosci i budowie podobnej do
C. m. subsp. sepedonicus cho¢ znacznie rzadziej niz w przypadku testu IF.

5.3.5.  Uwzglednia¢ wylacznie fluoryzujace komoérki o typowych wymiarach i morfologii, patrz: czes¢ 5.3.2.
5.3.6. Interpretacja wyniku testu FISH:

i)  Prawidtowe wyniki testu FISH sa otrzymywane wtedy, gdy przy uzyciu filtra FITC obserwuje si¢ jaskrawo-
zielone, fluoryzujace komorki o wielkosci i morfologii typowej dla C. m. subsp. sepedonicus i jesli we wszyst-
kich kontrolach pozytywnych, a w zadnej kontroli negatywnej, sa obserwowane przy uzyciu filtra
rodaminowego jaskrawoczerwone fluoryzujace komérki. Jesli zostanie stwierdzona obecno$¢ jaskrawo fluory-
zujacych komorek o charakterystycznej morfologii, nalezy oszacowaé przecigtng liczbe typowych komorek
w polu widzenia i obliczy¢ liczbe typowych komérek na ml zawieszonego osadu (dodatek 4). Proby z przy-
najmniej 5 x 10° typowych komérek na ml zawieszonego osadu sa uznawane za potencjalnie porazone.
Potrzebne sa dalsze testy. Préby, w ktérych wystepuje mniej niz 5 x 10° typowych komérek na ml zawie-
szonego osadu, sg uwazane za ujemne.

ii)  Test FISH jest ujemny, jesli przy uzyciu filtra rodaminowego nie s obserwowane jaskrawo fluoryzujace
komorki o wielkosci i morfologii typowej dla C. m. subsp. sepedonicus, pod warunkiem Ze w preparatach
kontroli pozytywnej przy uzyciu filtra rodaminowego obserwowane sg jaskrawoczerwone fluoryzujace
komoérki.

6. TEST PCR

Zasady

Kiedy test PCR jest stosowany jako gléwny test przesiewowy i daje wynik dodatni, nalezy przeprowadzi¢ test IF
jako drugi, obowiazkowy test przesiewowy. Kiedy test PCR jest stosowany jako drugi test przesiewowy i daje
wynik dodatni, do ukoficzenia diagnozowania konieczne jest przeprowadzenie dalszych testéw, zgodnie ze sche-
matem blokowym.

Pelne wykorzystanie tej metody jako gléwnego testu przesiewowego jest zalecane, tylko w przypadku, gdy uzy-
skano ekspertyze specjalistyczna.
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6.1.

6.1.a)

Uwaga:

Wstepne testy przy zastosowaniu tej metody powinny pozwoli¢ na powtarzalne wykrywanie od 10* do 10* komorek C. m. subsp.
sepedonicus na ml dodanych do ekstraktéw prob, ktdre we wezesniejszych testach okazaly si¢ ujemne. Moga by¢ wymagane ekspe-
rymenty optymalizacyjne, aby we wszystkich laboratoriach osiggng¢ maksymalny poziom czultosci i specyficznosci.

Stosowac zatwierdzone odczynniki do procedury PCR. Najlepiej wybra¢ metode z kontrolg wewnetrzng.

Stosowa¢ wiasciwe $rodki ostroznosci, aby unikna¢ kontaminacji proby docelowym DNA. Test PCR powinien by¢ przeprowa-
dzony przez do$wiadczonych technikéw, w przeznaczonych do tego laboratoriach biologii molekularnej, aby mozliwos¢ konta-
minacji docelowym DNA byta jak najmniejsza.

Kontrole negatywne (ekstrakcja DNA i metoda PCR) nalezy zawsze przeprowadzaé jako ostatnie proby w proce-
durze, aby upewnic sig, czy nie nastapito jakickolwiek przeniesienie DNA.

W tescie PCR powinny si¢ znaleZé nastepujgce kontrole negatywne:

—  Ekstrakt préby, ktéra wezesniej okazala sie w testach ujemna pod wzgledem C. m. subsp. sepedonicus.
— Bufory kontrolne stosowane do ekstrakcji bakterii i DNA z préby.

— Mieszanina do reakgji PCR.

Nalezy uwzgledni¢ nastgpujace kontrole pozytywne:

—  Zawiesiny osadow, do ktorych dodano C. m. subsp. sepedonicus (przygotowanie, patrz: dodatek 2).

—  Zawiesina 10° komérek na ml C. m. subsp. sepedonicus w wodzie z wirulentnym izolatem (np. NCPPB 2140
lub NCPPB 4053).

— Jesli to mozliwe, przeprowadzajac test PCR korzystac takze z ekstraktu DNA z kontroli pozytywnych.

Aby unikngé potencjalnej kontaminagji, przygotowywac kontrole dodatnie w miejscu odizolowanym od prdb, ktdre majg zostaé
poddane testom.

Ekstrakty stanowigce proby powinny by¢ jak najdokladniej oczyszczone z ziemi. By¢ moze w niektérych przy-
padkach godne polecenia byloby przygotowanie ekstraktéw z umytych ziemniakow, jesli maja zostaé zastoso-
wane procedury PCR.

Metody oczyszczania DNA
Stosowac kontrole pozytywna i negatywna, jak opisano powyzej.
Przygotowaé materiat kontrolny w sposéb identyczny jak probe(-y).

Istnieje wiele metod oczyszczania docelowego DNA ze zlozonych substratow préby, a zarazem usuwania inhibi-
toréw PCR i innych reakcji enzymatycznych oraz koncentracji docelowego DNA w ekstrakcie z préby.

Metoda przedstawiona ponizej zostata zoptymalizowana do uzytku z zatwierdzong metoda PCR przedstawiong
w dodatku 6.

Metoda wedtug Pastrika (2000)

1. Wkropli¢ 220 pl roztworu buforowego do lizy (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl [pH 8,0], 1 mM EDTA
[pH 8,0]) do 1,5 ml probéwki Eppendorfa.

2. Doda¢ 100 pl ekstraktu proby i umiesci¢ na 10 minut w bloku grzejnym lub w tazni wodnej w 95 °C.
3. Umiesci¢ probéwke na lodzie na 5 minut.

4. Doda¢ 80 pl roztworu lizozymu (50 mg lizozymu na ml w 10 mM Tris HCl, pH 8,0) i inkubowa¢ przez
30 minut w 37 °C.

5. Dodaé 220 pl roztworu Easy DNA® solution A (Invitrogen), wymieszaé dobrze za pomocg worteksu i przez
30 minut inkubowa¢ w 65 °C.
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6.1.b)

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6. Doda¢ 100 pl roztworu Easy DNA® solution B (Invitrogen), energicznie miesza¢, dopoki osad nie zacznie
swobodnie przemieszczaé si¢ w probéwece, a préba stanie si¢ jednolicie kleista.

7. Doda¢ 500 pl chloroformu i mieszaé, dopdki lepko$¢ nie zmniejszy sig, a mieszanina nie stanie sie
homogeniczna.

8. Wirowaé przez 20 minut przy 15 000 g w temperaturze 4 °C, aby rozdzieli¢ fazy i utworzy¢ interfaze.

9.  Przenie$¢ gorng faze do nowej probéwki Eppendorfa.

10. Doda¢ 1 ml 100 % etanolu (- 20 °C), przez krétkg chwile miesza¢ i inkubowa¢ na lodzie przez 10 minut.
11. Wirowal przez 20 minut przy 15 000 g w temp. 4 °C i usuna etanol z osadu.

12. Doda¢ 500 pl 80 % etanolu (- 20 °C) i zamiesza¢ przez odwrdcenie probowki.

13. Wirowa¢ przez 10 minut przy 15 000 g w temp. 4 °C, zachowa¢ osad i usuna¢ etanol.

14. Pozwoli¢, aby osad wysechl na powietrzu lub w wiréwce prézniowej DNA.

15. Zawiesi¢ osad w 100 pl sterylnej UPW i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej co najmniej na 20 minut.
16. Przechowywaé w temp. — 20 °C do momentu, kiedy bedzie potrzebny do PCR.

17. Oddzieli¢ caly bialy precypitat przez wirowanie i uzy¢ do PCR 5 pl supernatantu zawierajacego DNA.

Inne metody

Mozna zastosowa¢ inne metody ekstrakcji DNA (np. Qiagen DNeasy Plant Kit), pod warunkiem ze wykazano, iz
s3 one rownie skuteczne w oczyszczaniu DNA pochodzacego z préb kontrolnych zawierajacych od 10% do 10*
komoérek patogenu na ml.

PCR

Przygotowaé matryce testowe i kontrolne do PCR zgodnie z zatwierdzong procedura (dodatek 6). Przygotowac
jedno dziesieciokrotne rozcieficzenie ekstraktu proby DNA (1:10 w UPW).

Przygotowa¢ odpowiednig mieszaning reakcyjng PCR w nieskazonym $rodowisku, zgodnie z ustalona procedurg
(dodatek 6). Zatwierdzona procedura PCR jest zlozong reakcja, ktéra obejmuje takze wewnetrzng kontrole PCR.

Doda¢ 5 pl ekstraktu DNA na 25 pl mieszaniny reakcyjnej PCR w sterylnych probéwkach PCR.

Dolgczy¢ kontrole negatywna zawierajaca tylko mieszaning reakcyjna PCR i dodaé t¢ sama UPW, ktéra byta uzy-
wana w mieszaninie PCR zamiast proby.

Umiesci¢ probowki w tym samym termocyklerze, ktory byt uzywany w badaniu wstepnym, i uruchomié¢ odpo-
wiednio skonfigurowany program PCR (dodatek 6).

Analiza produktu PCR

Rozdzieli¢ amplikony PCR metoda elektroforezy na zelu agarozowym. Uzy¢ co najmniej 12 pl mieszaniny reak-
cyjnej amplifikowanego DNA z kazdej proby, zmieszanego z 3 pl buforu obcigzajacego (dodatek 6) w 2,0 %
(masa/obj.) zelu agarozowym w buforze tris-acetate-EDTA (TAE) (dodatek 6) przy 5-8 V na cm. Stosowaé odpo-
wiedni marker DNA, np. 100 bp ladder.

Uwidoczni¢ prazki DNA przez barwienie w bromku etydyny (0,5 mg na L) przez 30-45 min, stosujac odpowied-
nie Srodki ostroznosci przy obchodzeniu sig z tym mutagenem.

Oglada¢ zabarwiony Zel w transiluminatorze UV przy malej dtugosci fal (np. N = 302 nm), szukajac zamplifiko-
wanych produktéw PCR o oczekiwanej wielkosci (dodatek 6), i udokumentowaé wyniki.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.3.3.

Dla wszystkich nowych wynikéw/przypadkéw weryfikowac autentycznos$¢ amplikonu PCR, przeprowadzajac ana-
lize z uzyciem enzymow restrykeyjnych na prébee pozostatego zamplifikowanego DNA przez inkubacje w opty-
malnej temperaturze i przez odpowiedni czas z wlasciwym enzymem i buforem (patrz dodatek 6). Rozdzieli¢
strawione fragmenty za pomocy elektroforezy na zelu agarozowym jak wcze$niej i ogladaé charakterystyczny
uklad fragmentéw strawionych przez enzymy restrykcyjne w transiluminatorze UV po uprzednim barwieniu
bromkiem etydyny. Poréwna¢ z niestrawiong i strawiona kontrola pozytywna.

Interpretacja wyniku testu PCR:

Test PCR daje wynik ujemny, jesli specyficzny dla C. m. subsp. sepedonicus amplikon PCR o oczekiwanej wielkosci
nie zostanie wykryty w badanej prébie, ale jest wykrywany we wszystkich kontrolach pozytywnych (w przy-
padku wielokrotnego PCR ze specyficznymi roslinnymi starterami kontroli wewngtrznej: drugi produkt PCR
o oczekiwanej wielkosci musi by¢ zamplifikowany z badana proba).

Test PCR daje wynik dodatni, jesli stwierdzi si¢ obecno$¢ specyficznego dla C. m. subsp. sepedonicus o oczekiwa-
nej wielkosci i o oczekiwanym wzorze restrykeji (jesli to wymagane) amplikonu PCR, pod warunkiem Zze nie jest
on amplifikowany z ktérejkolwiek kontroli negatywnej. Wiarygodne potwierdzenie wyniku dodatniego mozna
takze uzyskaé, powtarzajac test z drugim zestawem starteréw PCR (czg$¢ 9.3).

Uwaga:

Mozna podejrzewac inhibicje PCR, jesli oczekiwany amplikon zostal uzyskany z kontroli pozytywnej, zawierajacej amplikon C. m.
subsp. sepedonicus w wodzie, ale przy badaniu kontroli pozytywnej z C. m. subsp. sepedonicus w ekstrakcie ziemniaczanym zostaly
uzyskane wyniki ujemne. W procedurach wielokrotnego PCR na inhibicj¢ reakcji wskazuje sytuacja, w ktrej nie jest otrzymy-
wany zaden z dwéch amplikonow.

Kontaminacji mozna si¢ spodziewa¢, jesli oczekiwany amplikon otrzymywany jest w jednej lub wigcej kontro-
lach negatywnych.

TEST BIOLOGICZNY

Uwaga:
Wstepne testy przy uzyciu tej metody powinny pozwoli¢ na powtarzalne wykrywanie od 10 do 10* jednostek tworzacych kolo-

nie C. m. subsp. sepedonicus na ml dodanych do ekstraktéw prob, ktore we wczesniejszych testach daly wyniki ujemne (sposob
przygotowania opisano w dodatku 2).

Najwyzszej czutosci wykrywania mozna oczekiwad, kiedy stosuje si¢ $wiezo przygotowane ekstrakty i zapewnia
si¢ optymalne warunki wzrostu. Metode t¢ mozna jednak z powodzeniem stosowaé do ekstraktow, ktére byly
przechowywane pod glicerolem w temp. od — 68 do — 86 °C.

Niektore odmiany oberzyny stanowia znakomite selektywne wzbogacone podloze do wzrostu C. m. subsp.
sepedonicus nawet przy braku objawéw i stanowig takze Swietny test potwierdzajacy obecno$¢ bakterii w organi-
zmie zywiciela.

Nalezy zapewni¢ optymalne warunki wzrostu, aby zredukowa¢ niebezpieczefistwo otrzymania falszywie ujem-
nych wynikéw testu.

Szczegdly hodowli zamieszczono w dodatku 8.

Rozdzieli¢ miedzy rosliny oberzyny cala pozostaly zawiesing testowa osadu wedlug opisu w czesciach 3.1.6
lub 3.2.5, stosujac jedna z metod opisanych ponizej (7.3 lub 7.4). Uzywaé wylacznie roélin w stadium lisci 2-3,
do pelnego rozwoju trzeciego liScia wlasciwego. Aby zapewni¢ catkowite wykorzystanie zawieszonego osadu,
jak réwniez skuteczng inokulacje, w procedurach przedstawionych ponizej nalezy zastosowaé 15-25 roslin obe-
rzyny na jedng prébe.

Nie podlewac roslin oberzyny przez 1-2 dni przed inokulacja, aby zmniejszy¢ turgor.
Inokulacja przez nacigcie

Trzymajac roéling migdzy dwoma palcami, nanie$¢ na todyge krople (Srednio 5-10 pl) zawieszonego osadu
w miejscu miedzy licieniami i pierwszym lisciem.

Za pomocy sterylnego skalpela wykona¢ ukosne naciecie, o dtugosci 1,0 cm i na glebokos¢ $rednio 2/3 grubosci
todygi, rozpoczynajac od miejsca naniesienia kropli osadu.

Rang zamkna( sterylna wazeling ze strzykawki.
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7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

7.10.

Inokulacja za pomocy strzykawki

Inokulowac todygi oberzyny powyzej liscieni za pomoca strzykawki z igla do iniekcji podskérnej (nie mniejszej
niz 23 G). Prébke rozdzieli¢ migdzy roliny oberzyny.

W celu otrzymania kontroli pozytywnej inokulowa¢ 5 ro§lin wodna zawiesing od 10° do 10° komérek na ml
znanej hodowli C. m. subsp. sepedonicus i, jesli to mozliwe, naturalnie porazong tkanka bulwy (patrz: czgs¢ 4),
stosujgc te samg metode inokulacji (7.3 lub 7.4).

W celu otrzymania kontroli negatywnej inokulowaé pig¢ roélin sterylnym buforem do zawieszania osadu, stosu-
jac t¢ sama metode inokulacji (7.3 lub 7.4).

Rosliny inkubowaé w pomieszczeniach do kwarantanny w temperaturze 18-24 °C do 4 tygodni, przy dostatecz-
nym o$wietleniu i wysokiej wilgotnosci (70— 80 %) i podlewac je tak, aby nie dopusci¢ do gromadzenia sie wody
lub wigdnigcia z powodu niedoboru wody. Komérki C. m. sepedonicus ging w temperaturze powyzej 30° C, za$
temperatura dla nich optymalna wynosi 21° C. Aby unikna¢ kontaminagji, nalezy inkubowa¢ rosliny stanowiace
kontrolg¢ pozytywna i negatywna w wyraznie odizolowanych od siebie miejscach w szklarni lub w komorze
wzrostowej lub, jesli brak dostatecznie duzych powierzchni, zapewnic Scista izolacje poszczegdlnych zabiegow.
Jesli rosliny nalezace do réznych préb musza by¢ blisko siebie, odizolowa¢ je za pomoca ekrandw. Przy nawo-
zeniu, podlewaniu, sprawdzaniu lub innych manipulacjach zachowa¢ wiclka ostrozno$¢, aby uniknaé kontami-
nagji. Jest kwestig zasadniczej wagi, aby w komorze wzrostowej nie byto zadnych owadzich szkodnikéw, poniewaz
moga one przenosi¢ bakterie z jednej proby na druga.

Po tygodniu nalezy zaczaé regularnie sprawdzad, czy nie wystepuja objawy. Policzy¢ rosliny wykazujace objawy.
C. m. subsp. sepedonicus powoduje wiednigcie lisci oberzyny, ktére moze rozpoczynac si¢ od brzegéw lub prze-
strzeni miedzynerwowej. Zwiednigte tkanki mogg by¢ poczatkowo ciemnozielone lub plamiste, lecz zanim ule-
gng nekrozie, stajg si¢ jasniejsze. Wigdnace tkanki miedzy nerwami wygladaja czesto na ,tluste”, nasaczone woda.
Tkanki nekrotyczne maja czgsto jasnozolty brzeg. Rosliny nie zawsze zamierajg; im dtuzszy okres poprzedzajacy
wystapienie objawow, tym wicksza szansa na przezycie. Rosliny moga pokonac infekcje. Mtode rosliny oberzyny
sg znacznie bardziej podatne na C.m subsp. sepedonicus o niskiej liczebnosci populacji niz rosliny starsze, stad
konieczno$¢ stosowania roslin w stadium trzech lisci lub nieco mlodszych.

Wiednigcia moga by¢ rowniez spowodowane przez populacje innych bakterii lub grzybow zasiedlajacych tkanki
bulwy. Do nich naleza Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora i E. carotovora subsp. atroseptica,
Erwinia chrysanthemi, Phoma exigua var. foveata, jak rowniez duze populacje bakterii saprofitycznych. W szczegdl-
nosci Erwinia chrysanthemi moze powodowaé na lisciach objawy oraz wiednigcie bardzo podobne do objawéw
C. m. sepedonicus. Jedyna roznica jest czernienie lodyg w przypadku zakazenia Erwinia chrysanthemi. Wiedniecie
spowodowane przez C. m. subsp. sepedonicus. od innych wiednie¢ mozna wtedy odrézni¢, gdy gwaltownie wigdng
cale liscie lub rosliny. Mozna réwniez przygotowaé barwienie metoda Grama: test ten pozwoli na odréznienie
C. m. subsp. sepedonicus od Erwinia spp.

Niezwlocznie po stwierdzeniu objawdw w roslinach oberzyny nalezy przeprowadzi¢ procedure reizolacji, stosu-
jac fragmenty zwiednietej tkanki lisciowej lub tkanki todyg (maceracje tkanki opisano w 3.1.3). Liscie i todygi
oberzyny zdezynfekowa¢ powierzchniowo poprzez przetarcie 70 % alkoholem etylowym. Przeprowadzic¢ test IF
lub PCR na soku oberzyny i izolowa¢ na wlasciwe (selektywne) podloza (patrz: czg¢s¢ 8). Mozna takze przygoto-
waé barwnie metodg Grama (dodatek 9). Zidentyfikowac oczyszczone hodowle podejrzewane o obecnosé C. m.
subsp. sepedonicus i potwierdzi¢ patogenicznos¢ (patrz: cz¢sci 9 i 10).

W niektérych okolicznosciach, w szczeg6lnosci gdy warunki uprawy nie sa optymalne, istnieje mozliwo$¢ wyste-
powania C. m. subsp. sepedonicus w formie infekcji utajonej w oberzynie, nawet po czterotygodniowej inkubacji.
Jesli po czterech tygodniach nie sg obserwowane zadne objawy, przeprowadzi¢ test IF/PCR na probie sktadajacej
si¢ z jednocentymetrowych odcinkéw todyg kazdej rosliny testowej, pobranych powyzej miejsca inokulacji. Jesli
test daje wynik dodatni, nalezy przeprowadzi¢ reizolacj¢ na wlasciwej (selektywnej) pozywce po przeprowadze-
niu procedury opisanej w czgsci 8. Zidentyfikowac oczyszczone hodowle podejrzewane o obecno$é C. m. subsp.
sepedonicus 1 potwierdzi¢ patogeniczno$¢ (czes¢ 9 i 10).

Interpretacja wyniku testu biologicznego.

Prawidlowe wyniki testu biologicznego sa uzyskiwane, kiedy rodliny stanowiace kontrole pozytywna wykazuja
typowe objawy, bakterie z tych roslin moga by¢ reizolowane, a na roélinach bedacych kontrolg negatywna nie

wystepuja objawy.

Test biologiczny jest ujemny, jesli rosliny testowe nie sa porazone C. m. subsp. sepedonicus, a C. m. subsp. sepedo-
nicus jest wykrywany w roslinach bedacych kontrola pozytywna.

Test biologiczny jest dodatni, jesli rosliny testowe sa porazone C. m. subsp. sepedonicus.
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8.1.

8.2.

8.2.1.

IZOLACJA C. M. SUBSP. SEPEDONICUS

Uwaga:

Diagnoza jest kompletna tylko wowczas, jezeli C. m. subsp. sepedonicus zostanie wyizolowany, nastepnie zidentyfikowany (patrz:
cze$¢ 9) i potwierdzony za pomocy testu patogenicznosci (cz¢$¢ 10). Cho¢ C. m. subsp. sepedonicus jest organizmem wymagaja-
cym, moze by¢ wyizolowany z tkanki, na ktorej wystepuja objawy.

Jednakze moze on by¢ zagluszany przez szybko rosngce bakterie saprofityczne i dlatego bezposrednia izolacja
z osadu uzyskanego z tkanek bulwy lub lodygi ziemniaka (cz¢s¢ 3.1.6 lub 3.2.5) jest trudna. Bezposrednia izola-
¢ja C. m. subsp. sepedonicus jest mozliwa przy zastosowaniu selektywnej pozywki i wlasciwego rozcieficzenia osadu
z czgci przystolonowych bulw lub todyg ziemniaka.

Izolacji nalezy dokona¢ ze wszystkich wykazujacych objawy bulw i todyg ziemniaka oraz roslin oberzyny, na
ktérych nie obserwowano objawdw, ale wynik testu IF/PCR proby byt dodatni (patrz: czg$¢ 7.10). Maceracje todyg
oberzyny, o ile jest to konieczne, nalezy wykonad, jak podano w czgdci 3.1.3.

Aby przygotowaé kontrole pozytywne, nalezy sporzadzi¢ dziesieciokrotne rozcieficzenia z zawiesiny 10° cfu (jed-
nostek tworzacych kolonie) na ml C. m. subsp. sepedonicus (np. NCPPB 4053 lub PD 406). Aby unikna¢ jakiejkol-
wiek mozliwosci kontaminacji, przygotowac kontrole pozytywne w catkowitej izolacji od préb, ktére maja by¢
poddane testowi.

Dla kazdej $wiezo przygotowanej partii pozywki selektywnej przed uzyciem do testowania rutynowych préb
nalezy sprawdzic jej przydatnos¢ do hodowli czynnika chorobotwérezego.

Bada¢ material kontrolny w identyczny sposob jak probe(-y).

Posiew na podloza selektywne

Ze 100 pl zawiesiny osadu ziemniaka lub soku oberzyny przyrzadzi¢ dziesigciokrotne rozcieficzenia w buforze
do zawieszania osadu (dodatek 3).

Izolacja z nierozcieficzonego osadu ziemniakéw zwykle si¢ nie udaje z powodu wysokich wymagan Cms
i konkurencji saprofitéw. Poniewaz bakteria jest zwykle obecna w porazonej tkance w duzych iloSciach, mozliwe
jest wyeliminowanie saprofitdw przez kolejne rozcieficzenia. Zaleca si¢ wobec tego nanies¢ 100 pl z kazdej
proby, w rozcienczeniu 1/100 do 1/10 000, na podloze MTNA lub NCP-88 (dodatek 5) (jesli uzywane sa szalki
Petriego o $rednicy 90 mm, dostosowaé objetos¢ do innych wymiaréw szalki), stosujac glaszczki i technike
rozsmarowywania.

Uwaga:

Alternatywnym sposobem postgpowania jest nalozenie poczatkowych 100 pl zawiesiny osadu ziemniaka na pierwsza plytke aga-
rowg za pomocy glaszczki, a nastgpnie przeniesienie na druga plytke, wreszcie powtérzenie tego z trzecig plytka, w ten sposob
osiagajgc efekt nakladania rozcienczen poprzez glaszczke.

Inkubowac szalki w ciemno$ci, w temp. 21-23 °C.

Przegladanie szalek polegajace na poréwnaniu z szalkami kontrolnymi, zliczaniu wszelkich kolonii przypomina-
jacych C. m. subsp. sepedonicus nalezy przeprowadzac po trzech dniach, z kolejnymi zliczeniami po 5, 7 i 10 dniach.
Oczyszczanie podejrzanych kolonii

Uwaga:

Oczyszczanie kolonii przypominajacych C. m. subsp. sepedonicus przez pasazowanie powinno by¢é prowadzone na pozywce YGM
w celu inokulacji rodlin oberzyny i/lub pézniejszej identyfikacji; nalezy to zrobi¢ zanim nie nastapi nadmierny wzrost bakterii na
plytkach, tj. najlepiej po 35 dniach.

Kolonie przypominajace C. m. subsp. sepedonicus posia¢ na jedno z nastepujacych podlozy: (receptura podana jest
w dodatku 5):

agar odzywczy z glukozg (tylko do przeszczepiania),
agar drozdzowo-peptonowo-glukozowy,
agar mineralny z ekstraktem drozdzowym.

Inkubowaé w temp. 21-24 °C przez okres do 10 dni.
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8.2.2.

8.2.3.

9.1.

C. m. subsp. sepedonicus jest organizmem wolno rosnagcym, zwykle wytwarza w ciggu 10 dni kremowe, wypukle
kolonie wielkosci tebka od szpilki. (Zdjecia typowych kolonii C. m. subsp. Sepedonicus, patrz na stronie interneto-
wej http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Przeszczepianie w celu uzyskania czystej kultury.

Tempo wzrostu poprawia si¢ przez przeszczepianie. Typowe kolonie s3 kremowo-biale, czasem zélte, zaokry-
glone, gladkie, wzniesione, wypukle, §luzowato-plynne, z calymi brzegami i zwykle maja Srednicg od 1 do 3 mm.

Proste barwienie metodg Grama (dodatek 9) moze poméc wybraé kolonie do dalszych testow.

Zidentyfikowaé podejrzane kolonie (patrz: cz¢$¢ 9) i przeprowadzic test patogenicznosci (patrz: czgs¢ 10).

IDENTYFIKACJA

Identyfikowa¢ czyste kultury podejrzanych izolatéw C. m. subsp. sepedonicus, stosujac co najmniej dwa z poniz-
szych testow, opartych na réznych zasadach biologicznych.

W przypadku kazdego przeprowadzanego testu uwzgledniaé, tam, gdzie to mozliwe, znane szczepy referencyjne.

Testy identyfikacyjne - fizjologiczne i biochemiczne

Okresli¢ nastepujace whasciwosci fenotypowe, ktére powszechnie wystepuja lub nie wystepuja u C. m. subsp.
sepedonicus, zgodnie z metodami opisanymi przez: Lelliott i Stead (1987), Klement et al. (1990), Schaad (2001),
Anonymous (1987).

Wszystkie pozywki powinny by¢ inkubowane w temp. 21 °C i poddane ogledzinom po szesciu dniach. Jesli nie
nastapit zaden wzrost, kontynuowa¢ inkubacj¢ przez okres do 20 dni.

Wszystkie testy musza obejmowac znang kontrole C. m. subsp. sepedonicus. Testy biochemiczne i fizjologiczne
musza by¢ przeprowadzane przy uzyciu inokulum z agaru odzywczego izolatéw uzyskanych w procesie pasazo-
wania. Poréwnania morfologiczne muszg by¢ przeprowadzane na kulturach wyroslych na agarze odzywczym
z glukoza.

Testy Oczekiwany wynik

Test oksydacyjno-fermentacyjny (O/F) obojetny lub stabo utleniajacy
Aktywnos¢ oksydazy -

Wzrost przy 37 °C -
Aktywno$¢ ureazy -
Hydroliza eskuliny +
Hydroliza skrobi — lub staba
Tolerancja wobec 7 % NaCl -
Produkgja indolu -
Aktywnos¢ katalazy +
Produkeja H,S -
Wykorzystanie cytrynianu -
Uplynnianie zelatyny -

Kwas glicerolowy -

Kwas z laktozy — lub staba
Kwas z ramnozy -

Kwas z salicyny -

Barwienie metoda Grama (dodatek 9) +
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

10.

10.1.

Test IF

o

) Przygotowa¢ zawiesing okoto 10° komérek na ml w buforze IF (dodatek 3).
b)  Przygotowac seri¢ dwukrotnych rozcieniczen odpowiedniej surowicy.
¢)  Zastosowal procedure IF (czg$¢ 4).

d)  Wynik testu IF jest dodatni wtedy, kiedy miano kultury testowej jest takie samo jak miano kultury stanowig-
cej kontrole pozytywna.

Test PCR
a)  Przygotowal zawiesing okoto 10° komérek na ml w ultraczystej wodzie (UPW).

b) Podgrzewal 100 pl zawiesiny komérek w zamknigtych probowkach w bloku grzejnym lub wrzacej tazni
wodnej przy temp. 100 °C przez cztery minuty. Jesli to konieczne, w lizie komérek moze poméc dodanie
do ostatecznego stgzenia 0,05 M $wiezo sporzadzonego NaOH. Probki moga by¢ nastgpnie przechowy-
wane do momentu, kiedy beda potrzebne w temp. od — 16 do — 24 °C.

¢)  Stosowa odpowiednie procedury PCR w celu amplifikacji specyficznych dla C. m. subsp. sepedonicus ampli-
konéw (np. Pastrik, 2000; patrz: dodatek 4; Li and de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik and Rainey,
1999; Schaad et al., 1999.

d)  Pozytywna identyfikacja C. m. subsp. sepedonicus ma miejsce wtedy, gdy amplikony PCR sa tej samej wiel-
kosci i wykazuja ten sam polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykeyjnych co szczep kontroli pozytywnej.

Test FISH
a)  Przygotowal zawiesing okoto 10° komérek na ml w UPW.
b)  Zastosowa¢ procedure FISH (czg¢$¢ 5).

¢)  Test FISH daje pozytywny wynik, jesli kultura i kontrola pozytywna daja te same reakcje.

Analiza kwaséw tluszczowych (FAP)
a)  Hodowac kulture na Tripticase Soy Agar (Oxoid) przez 72 godziny w temp. 21 °C (+/- 1°).
b) Zastosowaé odpowiednig metodg¢ FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).

¢)  Wynik FAP jest dodatni, jesli profil podejrzanej kultury jest identyczny z profilem kontroli pozytywnej. Obec-
no$¢ charakterystycznych kwaséw tluszczowych: 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0
i 17:0 Anteiso czgsto wskazuje na obecno§¢. C. m. sepedonicus. Inne bakterie, takie jak Curtobacterium,
Arthrobacter i Micrococcus, réwniez zawieraja niektére z tych kwasow, ale 15:1 Anteiso A jest rzadkim kwasem
w tych bakteriach, a wystepuje we wszystkich Clavibacter spp. w ilosci 1-5 %. W przypadku C. m. sepedonicus
poziom ten jest zwykle zblizony do 5 %.

BOX-PCR
a)  Przygotowal zawiesing okoto 10° komérek na ml w UPW.

b)  Przeprowadzic test zgodnie z procedurg (Smith et al., 2001).

TEST POTWIERDZAJACY

Test patogenicznosci musi zostaé przeprowadzony w celu ostatecznego potwierdzenia diagnozy wystgpowania
C. m. subsp. sepedonicus oraz w celu oceny wirulencji kultur zidentyfikowanych jako C. m. subsp. sepedonicus:

Przygotowaé inokulum okoto 106 komérek na ml z trzydniowej kultury testowanego izolatu i odpowiedni szczep
kontroli pozytywnej C. m. subsp. sepedonicus.
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10.2.  Inokulowaé 5-10 lodyg mlodych siewek oberzyny w stadium trzeciego liscia (cz¢$¢ 7.3 lub 7.4)

10.3.  Inkubowaé w temperaturze 18-24 °C w warunkach dostatecznego o$wietlenia i stosunkowo wysokiej wilgotno-
Sci podlewajac je tak, aby nie dopusci¢ do gromadzenia si¢ wody lub wiednigcia z powodu niedoboru wody
(patrz: 7.7). W przypadku czystych kultur typowe objawy wiedniecia uzyskuje si¢ w okresie do 2 tygodni, lecz
roéliny niewykazujgce objawéw po uplywie tego czasu (patrz: 7.8) nalezy inkubowaé do 3 tygodni w temperatu-
rze korzystnej dla uprawy oberzyny, ale nieprzekraczajacej 25 °C (dodatek 8). Jesli po 3 tygodniach objawy nie
wystapia, kultura nie moze by¢ uznana za patogeniczng forme¢ C.m. subsp. sepedonicum.

10.4.  Izolacji dokonywa¢ z roslin wykazujacych objawy przez pobranie dwucentymetrowego fragmentu todygi powy-
z¢j miejsca inokulacji. Rozdrobni¢ i zawiesi¢ w niewielkiej ilosci sterylnej wody destylowanej lub 50 mM buforu
fosforanowego (dodatek 3). Izolacj¢ z zawiesiny przeprowadzic przez posiew na MTNA i YPGA (dodatek 5), inku-
bacje przez 3—5 dni w temp. 21-23 °C i obserwowa¢ tworzenie si¢ kolonii typowych dla C. m. subsp. sepedonicus.

Dodatek 1

Laboratoria uczestniczace w optymalizacji i weryfikacji protokotéw

Laboratorium (?) Lokalizacja Kraj
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Wiedent i Linz Austria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgii
Plantedirektoratet Lyngby Dania
Central Science Laboratory York Anglia
Scottish Agricultural Science Agency Edynburg Szkocja
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Francja
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Francja
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
State Laboratory Dublin Irlandia
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Germany
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Germany
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Niderlandy
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Aas Norwegia
Centre
Direccdo-Geral de Protecgdo das Culturas Lizbona Portugalia
Nacionalni institut za biologijo Lubljana Stowenia
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Hiszpania

(") Badacze, z ktérymi mozna si¢ kontaktowac: patrz strona internetowa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Dodatek 2
Przygotowanie kontroli pozytywnych i negatywnych do testéw przesiewowych PCR/IF i FISH

Przygotowac 72-godzinng kulture wirulentnego szczepu C. m. subsp. sepedonicus [NCPPB 4053 lub PD 406] na podstawo-
wej pozywce MTNA i zawiesi¢ w 10 mM buforze fosforanowym, aby otrzymaé gestos¢ komérek okoto 1-2 x 108 cfu
(jednostek tworzacych kolonie) na ml. Uzyskuje si¢ zwykle lekko metng zawiesing odpowiadajaca gestosci optycznej 0,20
przy 600 nm.

Pobra¢ czgéci przystolonowe z 200 bulw ziemniakéw odmiany o bialej skorce, o ktérych wiadomo, ze s3 wolne od C. m.
subsp. sepedonicus.

Z pobranymi czeSciami przystolonowymi postgpowac jak zwykle i zawiesi¢ osad w 10 ml.
Przygotowac 10 sterylnych mikrofiolek 1,5 ml z 900 pl zawieszonego osadu.

Przenie$¢ 100 pl zawiesiny C. m. subsp. sepedonicus do pierwszej mikrofiolki. Zworteksowac.

Ustali¢ dziesigtne poziomy porazenia przez dalsze rozcienczanie w nastgpnych pigciu mikrofiolkach.

Sze$¢ porazonych mikrofiolek nalezy wykorzystac jako kontrole pozytywna. Cztery nieporazone mikrofiolki nalezy wyko-
rzystaé jako kontrole negatywng. Nalezy zaopatrzy¢ mikrofiolki w odpowiednie etykiety.

Rozdzieli¢ uzyskane zawiesiny po 100 pl do sterylnych 1,5 ml mikrofiolek otrzymujac 9 powtérzen kazdego rozcieficze-
nia. Przechowywa¢ w temp. — 16 do — 24 °C do chwili uzycia.

Obecnosé i liczebnos¢ C. m. subsp. sepedonicus w probach kontrolnych nalezy najpierw potwierdzi¢ przez test IF.
W przypadku testu PCR dla kazdej serii préb testowych dokonac ekstrakcji DNA z prob kontroli pozytywnej i negatywnej.

W przypadku testow IF i FISH dla kazdej serii prob testowych przeprowadzi¢ badania na prébach kontroli pozytywnej
i negatywnej.

W przypadku testéw IF, FISH i PCR C. m. subsp. sepedonicus musi zosta¢ wykryty w przynajmniej 10° i 10* komérek/ml
kontroli pozytywnej i nie wykryty w zadnej kontroli negatywnej.
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Dodatek 3

Sktad buforéw i sposéb ich przygotowania

INFORMACJA OGOLNA: Nieotwarte sterylne bufory moga by¢ przechowywane do jednego roku.

1.1.

1.2.

2.1.

Bufory do ekstrakcji

Bufor do ekstrakcji (50 mM bufor fosforanowy, pH 7,0)

Bufor ten jest stosowany do ekstrakeji bakterii z tkanek rosliny przez homogenizacj¢ lub wytrzasanie.

Na,HPO, (bezwodny) 4,26¢
KH,PO, 272¢
Woda destylowana 1,00 L

Rozpusci¢ sktadniki, sprawdzi¢ pH i przez 15 min sterylizowaé w autoklawie w temp. 121 °C.

Przydatne moga by¢ nastepujace dodatkowe skladniki:

Przeznaczenie Tlo$¢ (na L)
Lubrol w platkach Deflokulant () 05g
$rodek przeciwpienigcy DC silicone Srodek przeciwpieniacy (') 1,0 ml
Pirofosforan czterosodowy Przeciwutleniacz 10g
Poliwinylopyrolidon-40 000 (PVP-40) Wigzanie inhibitoréw PCR 50g

() Do stosowania w przypadku metody homogenizacji ekstraktu.

Bufor do zawieszania osadu (10 mM bufor fosforanowy, pH 7,2)

Bufor ten jest stosowany do zawieszania i rozcieficzania ekstraktow z bulw ziemniaka po zageszczeniu przez
wirowanie.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Woda destylowana 1,00 L

Rozpusci¢ sktadniki, sprawdzi¢ pH i przez 15 min sterylizowa¢ w autoklawie w temp. 121 °C.

Bufory do testu IF

Bufor IF (10 mM bufor fosforanowy (PBS), pH 7,2)

Bufor jest uzywany do rozpuszczania przeciwcial.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 0,4¢g
NaCl 80¢
Woda destylowana 10L

Rozpusci¢ sktadniki, sprawdzi¢ pH i przez 15 min sterylizowaé w autoklawie w temp. 121 °C.
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2.2

2.3.

Bufor IF-Tween
Bufor ten jest stosowany do plukania szkielek.

Doda¢ 0,1 % Tween 20 do buforu IF.

Bufor fosforanowo-glicerynowy, pH 7,6

Bufor ten jest dodawany na okienka szkielek IF, aby zwickszy¢ efekt fluorescencji.

Na,HPO,.12H,0 32¢g
NaH,PO,.2H,0 015g
Gliceryna 50 ml
Woda destylowana 100 ml

Roztwory utrwalajace o dziataniu przeciwodbarwiajacym sa dostepne w handlu, np. Vectashield® (Vector Laborato-
ries) lub Citifluor® (Leica).

Dodatek 4

Okreslenie poziomu kontaminacji w testach IF i FISH

Okresli¢ $rednig liczbe typowych fluoryzujacych komoérek w polu widzenia (c).
Okreslic liczbe typowych fluoryzujacych komorek w okienku (C).
C=cxS§[s

gdzie S = powierzchnia okienka szkietka wielopunktowego, a

s = pole powierzchni obiektywu:

s = mi?[AG’K?  gdzie i = wspélezynnik pola (zalezy od typu okularu i zawiera si¢ w granicach od 8 do 24)
K = wspélezynnik tubusa (1 lub 1,25)
G = powigkszenie obiektywu (100x, 40x, itd.).

Okresli¢ liczbe typowych komorek fluoryzujacych na ml zawieszonego osadu (N)

N=Cx1000fy x F

gdzie y = objetos¢ osadu naniesionego na kazde z okienek, oraz

rozcieficzenie zawieszonego osadu.
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Dodatek 5

Podloza do izolacji i hodowli C. m. subsp. sepedonicus

a) Ogdlne podtoza wzrostowe

Agar odzywczy (NA)
Nutrient Agar (Difco) 230¢g
Woda destylowana 10L

Rozpusci¢ sktadniki i sterylizowad przez 15 min w autoklawie w temp. 121 °C.

Agar odzywczy z glukoza (NDA)

Agar odzywcezy z glukoza (prod. Difco) zawierajacy 1 % D(+) glukozy (monohydrat). Sterylizowaé w autoklawie
w temperaturze 115 °C przez 20 minut.

Agar drozdzowo-peptonowo-glukozowy (YPGA)

Yeast extract (Difco) 50¢
Bacto-Peptone (Difco) 50¢g
D(+) glukoza (monohydrat) 10,0 g
Bacto-Agar (Difco) 150¢
Woda destylowana 10L

Rozpusci¢ sktadniki i sterylizowac przez 15 min w autoklawie w temp. 121 °C.

Pozywka mineralna z wyciagiem drozdzowym (YGM)

Bacto-Yeast-Extract (Difco) 20g

D(+) glukoza (monohydrat) 25¢

K,HPO, 025g
KH,PO, 025g
MgSO,.7H,0 01g
MnSO,.H,0 0015g
NaCl 0,05¢
FeSO,.7H,0 0,005 g
Bacto-Agar (Difco) 18¢g
Woda destylowana 10L

Rozpuscic¢ skladniki a pozywke o objetosci 0,5 litra sterylizowaé w autoklawie w temperaturze 115 °C przez 20 minut.

b) Zatwierdzone selektywne podtoza wzrostowe

Podloze MTNA

Jesli nie zaznaczono inaczej, wszystkie komponenty pochodzg z BDH.
Yeast extract (Difco) 20¢g

Mannitol 25¢

K,HPO, 025¢
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KH,PO, 025g
NaCl 0,05g
MgSO,.7H,0 0,1g
MnSO,.H,0 0,015¢g
FeSO,.7H,0 0,005 g
Agar (Oxoid nr. 1) 16,0 g
Woda destylowana 10L

Rozpusci¢ skladniki, ustali¢ pH na 7,2. Po autoklawowaniu (w temp. 121 °C przez 15 minut) i ochlodzeniu do 50 °C,
doda¢ antybiotyki: trimethoprim 0,06 g, kwas nalidyksowy 0,002 g, amphotericin B 0,01 g.

Podstawowy roztwor antybiotykéw: trimethoprim (Sigma) i kwas nalidyksowy (Sigma) (oba w stezeniu 5 mg/ml),
w 96 % metanolu, amphotericin B (Sigma) (1mg/ml) w sulfotlenku dimetylu. Roztwory podstawowe sg sterylizowane
na filtrze.

Uwaga:

Trwalo$¢ podstawowego podioza wynosi trzy miesigce. Po dodaniu antybiotykdéw przy przechowywaniu w lodéwee trwato$¢ wynosi
jeden miesigc.

Podloze NCP-88

Nutrient agar (Difco) 23¢g
Yeast extract (Difco) 2¢g
D-mannitol 5¢
K,HPO, 2g
KH,PO, 05g
MgS0,.7H,0 025¢
Woda destylowana 1,0L

Rozpusci¢ skladniki, ustali¢ pH na 7,2. Po autoklawowaniu i ochlodzeniu do 50 °C dodaé nastepujace antybiotyki:
Polymyxin B sulphate (Sigma) 0,003 g, kwas nalidyksowy (Sigma) 0,008 g, Cycloheximide (Sigma) 0,2 g.

Rozpuszczaé antybiotyki w roztworach podstawowych w nastepujacy sposéb: kwas nalidyksowy w 0,01 M NaOH,
cycloheximide w 50 % etanolu, polymyxin B sulphate w wodzie destylowanej. Roztwory podstawowe sa sterylizo-
wane na filtrze.

Uwaga:

Trwalo$¢ podstawowego podloza wynosi trzy miesigce. Po dodaniu antybiotykow przy przechowywaniu w lodéwce trwatos¢ wynosi
jeden miesigc.
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Dodatek 6

Zatwierdzony protokoét badania metodg PCR i odczynniki

Uwaga:

Wstepne testy powinny umozliwi¢ powtarzalne wykrywanie co najmniej 10*> do 10* komoérek C. m. sepedonicus na ml ekstraktu proby.

Wstepne testy powinny takze wykaza¢ brak falszywie dodatnich wynikow z panelu wybranych szczepow bakteryjnych.

1. Procedura wielokrotnego PCR z wewnetrzng kontrolg PCR (Pastrik, 2000)

1.1. Startery oilgonukleotydowe

Starter forward PSA-1 5'- cte ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’

Starter reverse PSA-R 5'- tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ -3’

Starter forward NS-7-F  5'- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’

Starter reverse NS-8-R 5'- tcc gea ggt tca cct acg ga -3’

Oczekiwana wielko$¢ amplikonu z matrycy DNA C. m. subsp. sepedonicus = 502 bp (PSA-zestaw starteréw).

Oczekiwana wielko$¢ amplikonu z 18S rRNA wewnetrznej kontroli PCR = 377 bp (NS-zestaw starterow).

1.2. Mieszanina do reakcji PCR

Odczynnik Ilo$¢ na reakcje Stezenie koncowe

Sterylna UPW 15,725 pl
10x bufor PCR (%) (15 mM MgCl,) 2,5l 1x (1,5 mM Mg(l,)
BSA (frakcja V) (10 %) 0,25 pl 0,1%
Mieszania d-NTP (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Starter PSA-1 (10pM) 0,5 ul 0,2 uM
Starter PSA-R (10pM) 0,5 ul 0,2 M
Starter NS-7-F (10puM) (?) 0,1l 0,04 uM
Starter NS-8-R (10puM) (?) 0,1l 0,04 uM
Polimeraza Taq (5Ul) (1) 0,2 pl 10U
Objetos¢ probki 5,0 pl

Catkowita objetosé: 25,0 ul

(") Metody zostaly zatwierdzone przy uzyciu polimerazy Taq Perkin Elmer (AmpliTaq lub Gold) i Gibco BRL.

(%) Stezenia starterow NS-7 F i NS-8-R zostaly zoptymalizowane dla ekstraktéw z czesci przystolonowych ziemniakéw przy uzyciu
metody homogenizacji i oczyszczania DNA zgodnie z publikacjg: Pastrik (2000) (patrz: czg$¢ 6.1 a) i 6.2). Powtérna optymaliza-
cja stezen odczynnikow bedzie wymagana, jesli bedzie zastosowana ekstrakcja przez wytrzgsanie lub inne metody izolacji DNA.

1.3. Warunki reakcji PCR

Przeprowadzi¢ nastgpujacy program:

1 cykl: i) 3 minuty przy 95 °C (denaturacja matrycowego DNA)
10 cykli: ii) 1 minuta przy 95 °C (denaturacja matrycowego DNA)
iii) 1 minuta przy 64 °C (dolaczanie starteréw)

iv) 1 minuta przy 72 °C (wydtuzanie kopii)
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1.4.

2.1.

2.2.

25 cykli: V) 30 sekund przy 95 °C (denaturacja matrycowego DNA)
vi) 30 sekund przy 62 °C (dofgczanie starteréw)
vii) 1 minuta przy 72 °C (wydtuzanie kopii)

1 cykl: viii) 5 minut przy 72 °C (ostateczne wydluzanie)
ix) zatrzymac przy 4 °C.

Uwaga:

Program ten jest zoptymalizowany do uzytku z termocyklerem MJ Research PTC 200. W przypadku stosowania innych modeli moze
by¢ konieczna modyfikacja czasu trwania etapow cykli ii), iii), iv), v), vi) oraz vii).

Analiza amplikonu przy uzyciu enzymu restrykcyjnego.

Produkty PCR ze zwielokrotnionego DNA C. m. subsp. sepedonicus daja po inkubacji w temp. 37 °C przez 30 minut
charakterystyczny polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych uzyskanych za pomocg enzymu Bgl II. Frag-
menty restrykcyjne uzyskane z C. m. subsp. sepedonicus majg wielko$¢ 282 bp i 220 bp.

Przygotowywanie buforu obcigzajacego

Blekit bromofenolowy (10 % — roztwdr podstawowy)

Blekit bromofenolowy 5¢g

Woda destylowana (2x dest) 50 ml

Bufor obcigzajgcy

Glicerol 86 % 3,5 ml
Blekit bromofenolowy(5.1) 300 pl
Woda destylowana (2x dest) 6,2 ml

Bufor 10X Tris Acetate EDTA (TAE), pH 8.0

Bufor Tris 48,4 ¢
Kwas octowy lodowaty 11,42 ml
EDTA (s6] dwusodowa) 372¢g
Woda destylowana 1,00 L

Rozcienczy¢ do 1x przed uzyciem.

Dostepny takze w handlu (np. Invitrogen lub odpowiednik).
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1.

Dodatek 7

Zatwierdzone odczynniki do testu FISH

Sondy oligonukleotydowe

Sonda specyficzna dla Cms CMS-CY3-01: 5'- ttg cgg ggc gea cat ctc tge acg -3’
Niespecyficzna sonda eubakteryjna EUB-338-FITC:  5’- gct gec tee cgt agg agt-3'

Roztwor utrwalajacy

[UWAGA! $RODEK UTRWALAJACY ZAWIERA PARAFORMALDEHYD, KT ORY JEST TOKSYCZNY. NALEZY
ZAKLADAC REKAWICE I NIE WDYCHAC. ZALECA SIE PRACE POD WYCIAGIEM]

i)  Ogrza¢ 9 ml wody klasy stosowanej w biologii molekularnej (np. ultraczysta woda (UPW)) do okoto 60 °C i dodaé
0,4 g paraformaldehydu. Paraformaldehyd rozpuszcza si¢ po dodaniu pigciu kropli 1IN NaOH i wymieszaniu na
mieszadle magnetycznym.

ii)  Ustali¢ pH na 7,0 przez dodanie 1 ml 0.1 M buforu fosforanowego (PB; pH 7,0) oraz 5 kropli IN HCl. Sprawdzi¢
pH papierkiem lakmusowym i dostosowad, jesli trzeba, za pomocg HCl lub NaOH.

[UWAGA! NIE STOSOWAC PH-METRU DO ROZTWOROW ZAWIERAJACYCH PARAFORMALDEHYD]

iii)  Przefiltrowac roztwér przez filtr membranowy 0,22 pym i przechowywa¢ do czasu uzycia w temp. 4 °C, zabez-
pieczywszy przed kurzem.

iv)  Uwaga:

Alternatywny roztwér utrwalajacy: 96 % etanol.

3x Hybmix
NaCl 2,7 M
Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)

EDTA (sterylizowany na filtrze i autoklawowany) 15 mM

Rozcieficzy¢ do 1x, jak wymagane.

Roztwor do hybrydyzacji

1x Hybmix

Siarczan dodecylu sodu (SDS) 0,01 %
sonda EUB 338 5 ngful
sonda CMSCY301 5 ngful

Przygotowa¢ objgtosci roztworu do hybrydyzacji zgodnie z obliczeniami w tabeli 1. Dla kazdego szkielka (zawieraja-
cego dwie rézne proby w powtdrzeniu) potrzebnych jest 90 ul roztworu do hybrydyzacji.

Tabela: Zalecane ilosci do przygotowania mieszaniny do hybrydyzacji

2 szkietka 8 szkietek
Sterylna UPW 50,1 200,4
3x hybmix 30,0 120,0
1 % SDS 0,9 3,6
Sonda EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Sonda CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Calkowita objetos¢ (ul) 90,0 360,0

Uwaga:  Przechowywal wszystkie roztwory zawierajace wrazliwe na $wiatlo sondy oligonukleotydowe w ciemnosci, w temperaturze
—20°C. W czasie stosowania chroni¢ przed bezposrednim $wiatlem stonecznym lub $wiatlem elektrycznym.
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5. 0,IM bufor fosforanowy, pH 7,0

Na,HPO, 852g
KH,PO, 5,44 ¢
Woda destylowana 1,00 L

Rozpusci¢ sktadniki, sprawdzi¢ pH i przez 15 min sterylizowaé w autoklawie w temp. 121 °C.

Dodatek 8
Hodowla oberzyny

Nasiona oberzyny (Solanum melongena) wysia¢ do pasteryzowanego kompostu stosowanego dla nasion. Siewki z pelni
rozwinigtymi liScieniami (od 10 do 14 dni) przesadzi¢ do pasteryzowanego kompostu doniczkowego.

Rosliny oberzyny powinny by¢ hodowane w szklarni w nastepujacych warunkach $rodowiskowych:

Dlugos¢ dnia 14 godzin lub naturalna dtugos¢ dnia, w przypadku dnia dluzszego;
Temperatura dzien 21 do 24 °C,
noc 15°C.

Wrazliwe odmiany oberzyny: ,Black Beauty”,
»Long Tom”,
,Rima”,

,Balsas”.

Dostawca: patrz strona internetowa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Dodatek 9

Metoda barwienia Grama (Modyfikacja Huckera) (Doetsch, 1981) (1)

Roztwdr fioletu krystalicznego

2 g fioletu krystalicznego rozpusci¢ w 20 ml 95 % etanolu

0,8 g szczawianu amonu rozpusci¢ w 80 ml wody destylowanej

Wymiesza¢ oba roztwory.

Phyn Lugola

Jod 1g
Jodek potasu 2¢g
Woda destylowana 300 ml

Substancje state rozdrobni¢ razem w mozdzierzu. Doda¢ wodg i wymiesza¢ w zamknigtym pojemniku.

Roztwdr barwnika kontrastowego — safraniny

Roztwér podstawowy:

Safranina O 25¢
95 % etanol 100 ml

Zmieszac i przechowywac.

Rozcienczyé: W celu uzyskania roztworu roboczego rozcieiczy¢ w stosunku 1:10.

Proces barwienia

1. Przygotowaé rozmaz, wysuszy¢ na powietrzu i utrwali¢ termicznie.
2. Preparat zala¢ fioletem krystalicznym na jedng minute.

3. Szybko przeplukaé wodg z kranu.

4. Zala¢ plynem Lugola na jedng minutg.

5. Przeplukaé woda z kranu i osuszy¢ bibula.

6. Odbarwia¢ 95 % alkoholem etylowym dodawanym kroplami az do momentu, gdy rozmaz przestanie uwalnia¢ barw-
nik, lub zanurzy¢ w alkoholu na 30 sekund, lekko poruszajac preparatem.

7. Przeplukaé woda z kranu i osuszy¢ bibula.
8. Zala¢ roztworem safraniny na 10 sekund.
9.  Przeptukaé wodg z kranu i osuszy¢ bibula.

Bakterie gramdodatnie barwia na kolor niebiesko-fioletowy; bakterie gramujemne barwig na kolor rézowo-czerwony.

(') Mozna réwniez zastosowaé dostepne w handlu roztwory i zestawy do barwienia.
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ZALACZNIK 1

Dla kazdego podejrzewanego wystapienia, w odniesieniu do ktérego uzyskano pozytywne wyniki testu(-6w) przesie-
wowych, zgodnie z metodg wymieniong w zalaczniku I, i dla ktérego oczekuje si¢ potwierdzenia lub wykluczenia
tego wyniku po zakonczeniu wszystkich badan wedlug opisanej metody, nalezy zachowaé i odpowiednio

przechowywac:
— wszystkie testowane bulwy oraz, w miar¢ mozliwosci, proby roslin,

— wszelkie pozostale ekstrakty oraz dodatkowe materialy przygotowane do testéw przesiewowych, np. szkietka
do immunofluorescencji,

oraz
—  wszelkie stosowne dokumenty,
az do zakoniczenia opisywanych badan.
Zachowanie bulw umozliwi przeprowadzenie testéw odmian, w przypadkach gdzie uzna si¢ to za wlasciwe.
W przypadku potwierdzenia wystgpienia organizmu nalezy zachowac i we wlasciwy sposéb zabezpieczy¢:
— materiat okreslony w ust. 1,
oraz
— prébe porazonego materialu ro$linnego oberzyny, zainokulowanego ekstraktem z bulwy lub z roSliny,
oraz
—  kulturg wyizolowanego organizmu,

przez co najmniej jeden miesigc po procedurze powiadomienia, zgodnie z art. 5 ust. 2.
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ZALACZNIK I

Elementy brane pod uwage przy ustalaniu zasiggu prawdopodobnego porazenia, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. b), obejmuja:

bulwy lub rosliny w miejscu produkeji okreslonym jako porazone, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a),

miejsce(-a) produkcji zwigzane z produkcja bulw lub roslin, okreslonych jako porazone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit.
a), facznie z tymi miejscami, w ktérych wykorzystuje si¢ to samo urzadzenia i sprz¢t do produkgji, bezposred-
nio lub poprzez wspdlnych kontrahentéw,

bulwy lub rosliny produkowane w miejscu(-ach) okreslonym(-ych) w poprzednim tiret lub wystepujace w takim
miejscu(-ach) produkeji w okresie, gdy bulwy lub rosliny, okreslone jako porazone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a),
wystepowaly w miejscach produkcji okreslonych w tiret pierwszym,

obiekty, w ktérych znajdowaly si¢ ziemniaki pochodzace z miejsc produkeji, o ktérych mowa w tiret wymie-
nionych powyzej,

wszystkie maszyny, pojazdy, statki, sklady lub ich jednostki oraz wszelkie inne przedmioty, tacznie z opakowa-
niami, ktére mogly mie¢ kontakt z bulwami czy roslinami okreslonymi jako porazone zgodnie
z art. 5 ust. 1 lit. a),

wszelkie bulwy lub rosliny skladowane lub majace kontakt z jakimikolwick obiektami lub przedmiotami wymie-
nionymi w poprzednim tiret, przed oczyszczeniem i dezynfekgcja tych obiektow i przedmiotow,

obejmujg, jako wynik analizy prowadzonej na mocy art. 6, bulwy lub rosliny majace siostrzane lub rodzicielskie
powigzania klonalne z bulwami lub rolinami okreslonymi jako porazone zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a) i w odnie-
sieniu do ktérych badania wskazujg na prawdopodobiefistwo wystgpienia porazenia na drodze dziedziczenia
(powiazan klonalnych), cho¢ wyniki testow na obecno$¢ organizmu wykazaly wynik negatywny. Moga zostaé
podjete badania odmiany, majace na celu weryfikacje pochodzenia porazonych lub powigzanych poprzez roz-
mnozenia klonalne bulw lub roélin,

oraz

miejsce(-a) produkgji bulw lub roélin, o ktérych mowa w poprzednim tiret.

Elementy brane pod uwagg przy okreslaniu zasiggu mozliwego rozprzestrzenienia si¢, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. ¢),
obejmuja:

blisko$¢ innych miejsc produkeji, gdzie uprawia si¢ ziemniaki lub inne roéliny zywicielskie,

wspdlnos¢ produkgji i wykorzystywania posiadanych zapaséw sadzeniakéw ziemniaka.

Szczegbly powiadomienia okreslone w art. 5 ust. 2 akapit pierwszy, obejmuja:

niezwlocznie po potwierdzeniu obecnosci organizmu w rezultacie testow laboratoryjnych, przy zastosowaniu
metod wyszczegblnionych w zalaczniku I, co najmniej:

— nazwg odmiany ziemniakéw w parti,

— typ (ziemniaki inne niz przeznaczone do sadzenia, sadzeniaki itd.) oraz, tam, gdzie ma to zastosowanie,
kategorie,

w przypadku gdy istnieje niebezpieczenstwo porazenia ziemniakdw otrzymanych z lub przestanych do innego(-
ych) panstwa(-stw) cztonkowskiego(-ich), paristwo cztonkowskie, na ktdrego terenie stwierdzono porazenie, nie-
zwlocznie przekaze zainteresowanemu panstwu(-om) czltonkowskiemu(-im) informacje umozliwiajace
zastosowanie si¢ do ustaleni art. 5 ust. 3, a zawierajace:

— nazwg odmiany ziemniakéw w parti,
— nazwe i adres odbiorcy i nadawcy,

— datg¢ dostawy partii ziemniakéw,
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—  wielko$¢ dostarczonej partii ziemniakéw,

—  kopig paszportu roélin lub co najmniej numer paszportu roélin tam, gdzie ma to zastosowanie, oraz numer
rejestracyjny producenta lub handlowca, tam, gdzie ma to zastosowanie, oraz kopi¢ dokumentu
dostawczego.

Komisja jest powiadamiana niezwlocznie o przekazaniu takich informacji.
—  Po zakoriczeniu wszystkich badaf, w kazdym przypadku:
— date potwierdzenia porazenia,

—  krotki opis badan przeprowadzonych w celu identyfikacji Zrédta pochodzenia porazenia i zasiggu mozli-
wego jego rozprzestrzeniania si¢, facznie z informacja o poziomie wykonanego prébobrania,

— informagje o zidentyfikowanych lub podejrzewanych Zrédlach pochodzenia porazenia,

—  szczegblowe informacje o zasiegu porazenia, w tym o liczbie miejsc produkeiji i liczbie partii z okre$leniem
odmiany, oraz, w przypadku sadzeniakéw, kategorii,

—  szczegblowe dane o wyznaczonej strefie, wraz z liczbg miejsc produkeji nieuznanych za porazone, ale obje-
tych strefa,

— inne informacje majace zwiazek z potwierdzonym porazeniem, jakich moze wymaga¢ Komisja.
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ZALACZNIK IV

Urzedowo kontrolowane $rodki, o ktérych mowa w art. 7 ust. 1, obejmuja:

— wykorzystanie jako pasze dla zwierzat po uprzedniej obrébee cieplnej, ktéra zabezpieczy przed ryzykiem prze-
zycia organizmu,

lub

— zlozenie na urzgdowo zatwierdzonym specjalnym sktadowisku odpadéw, gdzie nie ma mozliwego do zidenty-
fikowania ryzyka przedostania si¢ czynnika chorobotwoérczego do srodowiska, np. poprzez przesaczanie na
uzytki rolne,

lub

— spalenie,

lub

— wykorzystywanie w przetworstwie przemystowym poprzez bezposrednie i niezwloczne dostarczenie do zaktadu
przetworczego posiadajacego urzedowo zatwierdzone urzadzenia do utylizacji odpadéw, w odniesieniu do kté-
rych stwierdzono, ze nie ma mozliwego do zidentyfikowania ryzyka rozprzestrzeniania si¢ organizmu, oraz
wyposazonego w system oczyszczania i dezynfekcji przynajmniej pojazdow opuszczajacych obiekt,

lub

— inne $rodki, pod warunkiem ustalenia, Ze nie istnieje mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrzeniania
organizmu; o tych $rodkach, wraz z ich uzasadnieniem, nalezy powiadamia¢ Komisj¢ i inne panstwa
cztonkowskie.

Jakiekolwiek pozostale odpady powstale w trakcie i w wyniku wyzej opisanych dziatan nalezy utylizowaé za pomoca
urzgdowo zatwierdzonych metod, zgodnie z zalacznikiem V do niniejszej dyrektywy.

Wihasciwe wykorzystanie lub usuwanie bulw czy rodlin okre$lonych jako prawdopodobnie porazone, zgodnie
z art. 5 ust. 1 lit. b), i okre$lonych w art. 7 ust. 2, pod kontrolg odpowiedzialnych organéw urzedowych zaintereso-
wanych panstw czlonkowskich, przy zapewnieniu wlasciwej komunikacji pomigdzy tymi organami, w celu utrzyma-
nia stalego poziomu kontroli oraz przy akceptacji wlasciwych organéw urzedowych panstwa czlonkowskiego, na
terenie ktorego ziemniaki majg by¢ pakowane lub przetwarzane, w zwiazku z wymienionymi w pierwszym i drugim
tiret urzadzeniami do usuwania odpadéw, obejmuje:

— wykorzystanie jako ziemniaki przeznaczone do konsumpcji, pakowane jako gotowe do bezposredniego dostar-
czenia i uzycia bez przepakowywania, w miejscu wyposazonym w odpowiednie urzadzenia do utylizowania
odpadéw. Ziemniaki przeznaczone do sadzenia moga by¢ przetwarzane w tym samym miejscu tylko wéweczas,
gdy odbywa si¢ to oddzielnie lub po oczyszczeniu i dezynfekcji,

lub

— wykorzystanie jako ziemniaki przeznaczone do przetworstwa przemystowego i przeznaczone do bezposredniej
i niezwlocznej dostawy do zakladu przetworczego posiadajacego whasciwe urzadzenia do utylizowania odpa-
déw oraz system oczyszczania i dezynfekcji przynajmniej pojazdéw opuszczajacych zaklad,

lub

— inne sposoby wykorzystania lub usunigcia, pod warunkiem braku mozliwego do zidentyfikowania ryzyka roz-
przestrzenienia si¢ organizmu i w przypadku uzyskania akceptacji wlasciwych organéw urzedowych, o ktérych
mowa powyzej.

Za wlaSciwe metody czyszczenia i dezynfekeji przedmiotéw okreslonych w art. 7 ust. 3 uznaje si¢ te, w odniesieniu
do ktérych stwierdzono, ze nie istnieje mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrzenienia si¢ organizmu, oraz
ktére sa stosowane pod nadzorem odpowiedzialnych organéw urzedowych panstw czlonkowskich.
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4. Srodki wprowadzone przez pafistwa czlonkowskie w ramach wytyczonej strefy, ustanowionej zgodnie
z art. 5 ust. 1 lit. ¢) i okreslonej w art. 7 ust. 4, obejmuja:

4.1. W miejscach produkgji okreslonych jako porazone, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a):

a)

na polu okre§lonym jako porazone, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a), albo

podczas co najmniej trzech lat uprawy nastepujacych po roku, w ktérym stwierdzono porazenie,

— podejmuje si¢ Srodki w celu wyeliminowania samosiew6w roslin ziemniaka i innych wystepuja-
cych naturalnie roélin zywicielskich organizmu,

oraz

— nie nalezy sadzi¢ zadnych bulw, roélin czy nasion ziemniaka ani innych wystepujacych natural-
nie rolin zywicielskich organizmu, ani upraw, co do ktérych istnieje mozliwe do identyfikacji
ryzyko rozprzestrzenienia si¢ organizmu,

W pierwszym sezonie uprawy ziemniaka, nastgpujacym po okresie okreslonym w poprzednim tiret
i pod warunkiem ze w wyniku urzgdowych inspekeji przez dwa kolejne sezony wegetacyjne poprze-
dzajace sadzenie stwierdzono, iz pole jest wolne od samosiewow roélin ziemniaka i innych naturalnie
wystepujacych roélin bedgcych zywicielami organizmu, dozwolona jest wylacznie produkcja ziemnia-
kéw innych niz przeznaczone do sadzenia, a pozyskane bulwy nalezy podda¢ testom zgodnie z pro-
cedurg szczegdtowo opisang w zalaczniku I,

w sezonie uprawy ziemniaka, nastepujacym po okre§lonym w poprzednim tiret oraz po zastosowa-
niu wlasciwego plodozmianu, ktéry powinien trwaé co najmniej dwa lata, jesli planuje si¢ uprawe
sadzeniakow ziemniaka, mozna sadzi¢ ziemniaki, zaréwno z przeznaczeniem na sadzeniaki, jak i pozo-
stale ziemniaki. Nalezy réwniez przeprowadzi¢ urzedowa kontrolg, jak okreslono w art. 2 ust. 1; albo

podczas czterech lat uprawy nastepujacych po roku, w ktérym stwierdzono porazenie,

— podejmuje si¢ Srodki w celu wyeliminowania samosiewéw roslin ziemniaka i innych wystepuja-
cych naturalnie roélin zywicielskich organizmu,

oraz

— pole nalezy albo wylaczy¢ z uprawy, albo przeznaczy¢ na pastwisko trwale, stosujac czgsto niskie
koszenie lub intensywny wypas,

w pierwszym sezonie uprawy ziemniaka nastgpujagcym po okresie okreslonym w poprzednim tiret,
pod warunkiem ze w wyniku urzedowych inspekeji przeprowadzanych co najmniej przez dwa kolejne
sezony wegetacyjne poprzedzajace sadzenie stwierdzono, iz pole jest wolne od samosiewdw roélin
ziemniaka i innych naturalnie wystepujacych roslin zywicielskich organizmu, mozna zezwoli¢ na pro-
dukgcje ziemniakéw na sadzeniaki lub pozostalych ziemniakéw, a zebrane bulwy nalezy podda¢ testom
zgodnie z procedura szczegétowo opisana w zalaczniku ;

na wszystkich pozostalych polach porazonego miejsca produkeji oraz pod warunkiem ze wlasciwe organy urze-
dowe stwierdza, ze wyeliminowane zostalo ryzyko wystgpowania samosiewow roslin ziemniaka i innych natu-
ralnie wystepujacych roslin zywicielskich organizmu:

w roku uprawy nastepujacym po roku, w ktérym wykryto porazenie, albo nie uprawia si¢ bulw ziemniaka,
rodlin ani nasion ziemniaka, ani innych wystepujacych naturalnie roslin zywicielskich organizmu, albo

mozna sadzi¢ kwalifikowane sadzeniaki ziemniaka, wylacznie z przeznaczeniem na ziemniaki inne
niz do sadzenia,

w drugim roku uprawy nast¢pujacym po roku, w ktorym wykryto porazenie, do celéw produkeji sadzenia-
kéw ziemniaka lub pozostatych ziemniakéw, mozna sadzi¢ wylacznie kwalifikowane sadzeniaki ziem-
niaka lub ziemniaki urzedowo przebadane pod katem niewystgpowania bakteriozy pierscieniowej
i wyprodukowane pod urzedows kontrola w miejscach produkeji innych niz wymienione w pkt 4.1,

co najmniej w trzecim roku uprawy nastgpujacym po roku stwierdzenia porazenia nalezy sadzi¢ do celéw
produkji sadzeniakéw ziemniaka lub pozostatych ziemniakéw wylacznie kwalifikowane sadzeniaki ziem-
niaka lub ziemniaki wyprodukowane pod urz¢dowa kontrolg z kwalifikowanych sadzeniakoéw ziemniaka,
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w kazdym roku uprawy okreslonym w poprzednich tiret podejmuje si¢ $rodki w celu wyeliminowania
samosiewow ro$lin ziemniaka i innych naturalnie wystepujacych roslin zywicielskich organizmu, jesli stwier-
dzi si¢ ich obecno$¢, ponadto na kazdym polu ziemniakéw przeprowadza si¢ urzedowe badanie zbiera-
nych ziemniakéw zgodnie z procedura opisana w zalaczniku I,

niezwlocznie po okresleniu porazenia, zgodnie z art. 5 ust. 1 lit. a), oraz po pierwszym, nast¢pujacym bezpo-
$rednio po nim roku uprawy nalezy odpowiednio oczysci¢ i zdezynfekowaé wszystkie maszyny i obiekty maga-
zynowe w miejscu produkcji, zwigzane z produkcjg ziemniaka przy zastosowaniu wlasciwych metod okreslonych
w pkt 3;

w tych systemach produkcji, gdzie mozliwa jest catkowita wymiana podtoza uprawowego,

nie sadzi si¢ zadnych bulw, roélin ani nie wysiewa si¢ nasion, dopdki jednostka produkcyjna nie zostanie
poddana urzgdowo nadzorowanym S§rodkom w celu wyeliminowania organizmu i usunigcia wszelkich
pozostatodci roslin zywicielskich, facznie z, co najmniej, calkowita wymiang podloza uprawowego oraz
oczyszczeniem i dezynfekcja jednostki produkceyjnej i catego sprzetu, oraz po udzieleniu przez whasciwe
organy urzgdowe zezwolenia na produkcj¢ ziemniaka,

oraz

produkgja ziemniaka prowadzona jest przy wykorzystaniu kwalifikowanych sadzeniakéw ziemniaka lub
minibulw, lub mikroroslin pozyskanych z przebadanych Zrédet.

4.2. W ramach wyznaczonej strefy, bez uszczerbku dla srodkéw okreslonych w pkt 4.1, pafistwa czlonkowskie:

a)

niezwlocznie po stwierdzeniu porazenia wymagaja czyszczenia i dezynfekcji wszystkich maszyn i obiektow
magazynowych zwiazanych z produkcja ziemniaka, w odpowiedni sposéb i przy zastosowaniu wiasciwych
metod, jak okreslono w pkt 3;

niezwlocznie, i przez co najmniej trzy sezony po stwierdzeniu porazenia:

zapewniajg nadzor sprawowany przez wlasciwe organy urzedowe nad obiektami, w ktérych uprawia sig,
sktaduje lub przetwarza bulwy ziemniaka, lacznie z obiektami, gdzie wykorzystywane sa maszyny zwig-
zane z ziemniakami,

wymagaja sadzenia, w obrebie tej strefy, wylacznie kwalifikowanych sadzeniakow ziemniaka lub ziemnia-
kéw wyprodukowanych pod urzedowym nadzorem oraz badania zbioréw sadzeniakow ziemniaka upra-
wianych w miejscach produkeji okreslonych jako miejsca prawdopodobnie porazone, zgodnie
z art. 5 ust. 1 lit. b),

wymagaja oddzielnego przetwarzania zebranych sadzeniakéw ziemniaka i pozostalych ziemniakéw we
wszystkich obiektach w obrebie strefy lub stosowania systemu zabiegdw oczyszczania i dezynfekeji, wyko-
nywanych pomiedzy przetwarzaniem sadzeniakow ziemniaka i pozostalych ziemniakow,

przeprowadzaja urzgdowe kontrole, jak szczegétowo okreslono w art. 2 ust. 1;

w miarg potrzeb ustanawiaja program wymiany sadzeniakéw ziemniaka w odpowiednim czasie.
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ZALACZNIK V

Urzgdowo zatwierdzone metody utylizowania odpadéw, okre$lone w pkt 1 zalacznika IV, spelniaja nastgpujace przepisy,
zapobiegajace rozprzestrzenianiu si¢ danego organizmu:

i)

ii)

odpady z przetworstwa przemystowego ziemniaka (facznie z odrzuconymi ziemniakami i obierzynami) oraz wszel-
kie inne state odpady zwigzane z ziemniakami (facznie z ziemig, kamieniami i innymi resztkami), powinny by¢ uty-
lizowane nastgpujgco:

skfadowane na urzegdowo zatwierdzonym specjalnym skladowisku odpadéw, gdzie nie istnieje mozliwe do
zidentyfikowania ryzyko przedostania si¢ czynnika chorobotwérczego do Srodowiska, np. poprzez przesgcza-
nie na uzytki rolne. Odpady nalezy przewozi¢ bezposrednio na miejsce sktadowania w sposéb bezpieczny,
zabezpieczajacy przed ryzykiem uwalniania sig,

lub
spalone,
lub

poprzez zastosowanie innych $rodkéw, pod warunkiem ze nie istnieje mozliwe do zidentyfikowania ryzyko
rozprzestrzeniania organizmu; Komisja i inne panstwa czlonkowskie musza by¢ powiadomione o takich

srodkach;

odpady plynne: przed ich utylizacja, odpady plynne zawierajace ciala stale nalezy podda¢ filtracji lub sedymentacji,
dla usunigcia tych cial. Osad ten nalezy usuwac, jak okreslono w ppkt i).

Nastepnie odpady plynne nalezy:

podgrzewac na calej objetosci do temperatury co najmniej 60 °C przez co najmniej 30 minut przed ich utylizacja,
lub

za urzedowa zgoda i pod urzedowa kontrolg, usunaé w taki sposéb, by nie zaistniato mozliwe do zidentyfiko-
wania ryzyko, ze odpady te wejda w kontakt z uzytkami rolnymi. Komisja i pozostale pafistwa czlonkowskie
zostang powiadomione szczegdtowo o podjetych dziataniach.

Rozwigzania opisane w niniejszym zalaczniku stosuje si¢ réwniez w odniesieniu do odpadéw powstalych podczas prze-
twarzania, przewozenia i usuwania porazonych partii.



