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DYREKTYWA KOMIS]I 2006/63/WE
z dnia 14 lipca 2006 r.

zmieniajgca zalaczniki II-VII do dyrektywy Rady 98/57/WE w sprawie kontroli organizmu Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 98/57/WE z dnia 20 lipca 1998 1-
. (1) w sprawie kontroli Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al., w szczegdlnoici jej art. 11,

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

(1)  Jednym z gtéwnych organizméw szkodliwych dla ziem-
niaka i pomidora jest bakteria Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al. (zwana dalej ,,organizmem”), powo-
dujaca chorobg zwang $luzakiem.

(2)  Organizm wcigz wystepuje w niektérych czgsciach teryto-
rium Wspdélnoty.

(3)  Dyrektywa 98/57/WE ustanowita szczegélowe Srodki do
podjecia przez panistwa cztonkowskie przeciwko organiz-
mowi dla jego zlokalizowania i okreslenia zasiegu jego
wystgpowania; niedopuszczenia do jej wystgpienia i roz-
przestrzeniania si¢ oraz — w przypadku stwierdzenia obec-
nosci tego organizmu - zabezpieczenia przed jego
rozprzestrzenianiem si¢ i jego zniszczenia przez usunie-
cie roélin z korzeniami.

(4 Od tamtego czasu poczyniono znaczne postepy w rozu-
mieniu biologii, procedurach wykrywania i identyfikacji
organizmu; ponadto do§wiadczenie praktyczne uzyskane
w trakcie kontroli organizmu wymaga rewizji kilku prze-
piséw technicznych zwigzanych ze Srodkami kontroli.

(5) W wyniku wspomnianych postepoéw wydaje sie, ze nalezy
zrewidowa¢ i zaktualizowa¢ $rodki bedace przedmiotem
niektérych zalgcznikéw do dyrektywy 98/57WE.

(6) W odniesieniu do procedur wykrywania i identyfikacji
uwzgledniono nowoczesng metode wykrywania: test FISH,
czyli fluorescencyjng hybrydyzacje in situ. Uwzgledniono
réwniez udoskonalony test PCR oraz ulepszone rézne

() Dz.U. L 235z 21.8.1998, str. 1.

techniczne elementy aktualnej procedury wykrywania
i identyfikacji, a takze metody wykrywania i identyfikacji
organizmu w roSlinach zywicielskich innych niz ziem-
niaki oraz w wodzie i glebie.

(7)  Jesli chodzi o techniczne elementy $rodkéw zwalczania
choroby, zmieniono przepisy dotyczace: sposobu prze-
chowywaia badanych préb, dla zapewnienia $ledzenia
porazenia, elementéw potrzebnych do okreslenia zasiggu
prawdopodobnego porazenia, szczegtow powiadamiania
o wszelkich potwierdzonych przypadkach wystepowania
organizmu oraz o strefach porazenia, $rodkéw, ktére
nalezy wprowadzi¢ w miejscach produkeji okreslonych
jako porazone, a znajdujacych si¢ w obrebie wyznaczo-
nych stref. Ponadto dolagczono pewne postanowienia
dotyczace pomidoréw, tak aby w wigkszym stopniu
uwzglednial znaczenie tej rodliny jako zywiciela
organizmu.

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

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Zalaczniki II-VII do dyrektywy 98/57/WE zastepuje si¢ odpo-
wiednimi tekstami znajdujacymi si¢ w Zalaczniku do niniejszej
dyrektywy.

Artykut 2

1. Panstwa czlonkowskie przyjma i opublikujg, najpdzniej do
dnia 31 marca 2007 r., przepisy ustawowe, wykonawcze i admi-
nistracyjne niezbedne do wykonania niniejszej dyrektywy. Pan-
stwa czlonkowskie niezwlocznie przekazujg Komisji tekst tych
przepiséw oraz tabele korelacji miedzy tymi przepisami a niniej-
szg dyrektywa.

Pafistwa czlonkowskie stosujg wymienione przepisy od dnia
1 kwietnia 2007 r.

Przepisy przyjete przez pafistwa czltonkowskie zawierajg odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzedowej publikacji. Sposoby dokonywania takiego odnie-
sienia okreslane s3 przez panstwa cztonkowskie
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2. Panstwa czlonkowskie niezwlocznie przekazuja Komisji Artykut 4
tekst podstawowych przepiséw prawa krajowego przyjetych
w dziedzinach objetych niniejsza dyrektywa. Niniejsza dyrektywa skierowana jest do panstw cztonkowskich.

Artykut 3 Sporzadzono w Brukseli, dnia 14 lipca 2006 r.

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 11

SCHEMAT BADANIA DIAGNOSTYCZNEGO, WYKRYWANIA ORAZ IDENTYFIKACJI RALSTONIA
SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

ZAKRES BADANIA
Przedstawiony schemat opisuje rézne procedury odnoszgce si¢ do:

i)  diagnostyki $luzaka w bulwach ziemniaka oraz w roslinach ziemniaka i pomidora i niektérych innych roslinach
zywicielskich;

ii) wykrywania Ralstonia solanacearum w prébach bulw ziemniaka, rodlinach ziemniaka, pomidora i w innych roslinach
zywicielskich, oraz w wodzie i glebie;

iii) identyfikacji Ralstonia solanacearum (R. solanacearum).
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ZASADY OGOLNE

Dodatki zawieraja zoptymalizowane protokoly dla réznych metod, zatwierdzonych odczynnikéw i danych szczegdto-
wych dotyczacych przygotowania badania i materialéw kontrolnych. Dodatek 1 zawiera spis laboratoriow uwzglednio-
nych w optymalizacji i zatwierdzeniu protokotow.

W zwigzku z tym, ze protokoly obejmuja wykrywanie organizmu poddanego kwarantannie i wykorzystanie kultur zywych
R. solanacearum jako materiatu kontrolnego, konieczne bedzie wykonanie procedur w odpowiednich warunkach kwaran-
tanny przy uzyciu odpowiednich urzadzen do usuwania odpadéw oraz bedac w posiadaniu odpowiednich pozwolen wyda-
nych przez wladze urzedowe odpowiedzialne za kwarantanng roslin.

Parametry badania muszg zapewni¢ zgodne i dajace si¢ odtworzy¢ wykrycie réznych poziomdw R. solanacearum przy uzy-
ciu okreslonych wartosci progowych wybranych metod.

Niezbedne jest dokladne przygotowanie pozytywnych kontroli

Przeprowadzanie badan zgodnie z wymaganymi warto$ciami progowymi zaklada rowniez wlasciwe ustawienia, utrzyma-
nie oraz kalibracje urzadzen, ostrozne obchodzenie si¢ i przechowywanie odczynnikéw i wszystkie $rodki niezbedne dla
zapobiegni¢cia kontaminagji probek, np. oddzielenie kontroli pozytywnych od préb badanych. Dla uniknigcia bledow
administracyjnych i innych bledéw nalezy przestrzegaé norm kontroli jakosci, zwlaszcza dotyczacych etykietowania
i dokumentacj.

Podejrzenie o wystapienie opisane w art. 4 ust. 2 dyrektywy 98/57/WE oznacza pozytywny wynik badan diagnostycz-
nych lub przesiewowych wykonanych na prébie zgodnie z tym, co okre§lono na ponizszych schematach blokowych. Pozy-
tywne pierwsze badanie przesiewowe (badanie IF, PCR/FISH, izolacja selektywna) musi zosta¢ potwierdzone drugim
badaniem przesiewowym w oparciu o inng zasadg¢ biologiczna.

Jezeli pierwsze badanie przesiewowe da wynik pozytywny, wowczas istnieje podejrzenie porazenia R. solanacearum i nalezy
wykona¢ drugie badanie przesiewowe. Jezeli drugie badanie przesiewowe da wynik pozytywny, wéwczas podejrzenie
zostaje potwierdzone (podejrzenie wystgpowania) i nalezy wykonywa¢ badania zgodnie ze schematem. Jedli drugie bada-
nie przesiewowe da wynik negatywny, wéwczas prébe uznaje si¢ za nieporazong R. solanacearum.

Potwierdzenie obecnosci porazenia, o ktérej mowa w art. 5 ust. 1 dyrektywy 98/57/WE, oznacza wyizolowanie i zidenty-
fikowanie czystej kultury R. solanacearum z potwierdzeniem patogenicznosci.

SEKCJA 1

SCHEMAT BADANIA

1. Schemat diagnozowania $luzaka w bulwach ziemniaka oraz R. solanacearum w bulwach ziemniaka oraz
w roélinach ziemniaka, pomidora lub innych ro$linach zywicielskich z objawami $luzaka lub wigdnigcia
bakteryjnego

Procedura badania jest przeznaczona dla bulw ziemniaka i roslin z objawami $luzaka lub wiedniecia bakteryjnego.
Procedura ta obejmuje szybkie badanie przesiewowe, izolacje patogenu z porazonej tkanki naczyniowej na pozywke
diagnostyczng (selektywng) oraz, w przypadku wyniku pozytywnego, identyfikacje kultury jako Ralstonia solanacearum.
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Bulwy lub rosliny ziemniaka, rosliny pomidora lub inne rosliny zywicielskie z objawami

$luzaka lub wigdnigecia bakteryjnego (')

s

.

SZYBKIE TESTY DIAGNOSTYCZNE (?)

W celu uzyskania diagnozy wstepnej nalezy

przeprowadzi¢ przynajmniej dwa z ponizej

podanych testow:

— test wycieku $luzu bakteryjnego (%)

— test na obecnosc poli-B-hydroksymaslanu (*)

— test aglutynacji serologicznej (%)

—test IF (8) / test FISH (7) / test ELISA () / test
PCR (°)

IZOLACJA (1)

)

Kolonie o typowej morfologii (')

J

NIE ('?)

R. solanacearum nie wykryto

R. solanacearum

préba uznana za nieporazong przez

(

Oczyszczenie przez pasazowanie

)

( TESTY IDENTYFIKACYJNE ('3) )—#—( TESTY PATOGENICZNOSCI (*4) )

[

Potwierdzenie czystej kultury R. solanacearum

przez oba testy

<> )
(™)

Préba nieporazona przez
R. solanacearum

J

[ Préba porazona przez R. solanacearum J
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Opis objawow znajduje sie w sekgji 11.1.

Szybkie badania przesiewowe ufatwiajg wstepng diagnoze, lecz nie sg niezbedne. Wynik pozytywny nie zawsze jest gwarancjg
nieobecnosci patogenu.

Test wycieku $luzu bakteryjnego z tkanki naczyniowej todygi zostat opisany w sekcji VI.A.1.

Test na obecno$¢ granulek poli-B-hydroksymaslanu w komérkach bakteryjnych zostat opisany w sekcji VI.A.2.

Test aglutynacji serologicznej na $luzie bakteryjnym lub ekstrakcie tkanki symptomatycznej zostat opisany w sekcji VI.A.3.

Test IF na $luzie bakteryjnym zawieszonym w wodzie lub ekstraktach tkanki symptomatycznej zostat opisany w sekcji VI.A.5.

Test FISH na $luzie bakteryjnym zawieszonym w wodzie lub ekstraktach tkanki symptomatycznej zostat opisany w sekcji VI.A.7.

Test ELISA na $luzie bakteryjnym zawieszonym w wodzie lub ekstraktach tkanki symptomatycznej zostat opisany w sekcji VI.A.8.

Test PCR na $luzie bakteryjnym zawieszonym w wodzie lub ekstraktach tkanki symptomatycznej zostat opisany w sekcji VI.A.6.

Izolacja patogenu z materiatu roslinnego o typowych objawach chorobowych metoda rozcienczen ptytkowych przez jest zazwyczaj
metodg prosta (sekcja 1.3).

Kolonia o typowej morfologii zostata opisana w sekg;ji 11.3.d.

Hodowanie kultury moze nie powie$¢ sie, poczynajgc od zaawansowanych stadiéw porazenia, z powodu konkurencji lub nadmiernego
wzrostu bakterii saprofitycznych. Jesli objawy chorobowe sg typowe, lecz badanie izolacji daje wynik negatywny, wéwczas nalezy
izolacje powtorzy¢, najlepiej przy pomocy posiewu na podtoze selektywne.

Wiarygodng identyfikacje czystej kultury Ralstonia solanacearum otrzymuje sie przy zastosowaniu badan wyszczegoélnionych
w sekcji VI.B. Podspecyficzna charakterystyka jest fakultatywna, lecz zaleca sie jg dla kazdego nowego przypadku.

Test patogenicznosci zostat opisany w sekcji VI.C.
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2. Schemat wykrywania oraz identyfikacji Ralstonia solanacearum w bezobjawowych prébach bulw ziemniaka
Zasada:

Procedura badania przeznaczona jest do wykrywania utajonych infekcji bulw ziemniaka. W przypadku wyniku pozy-
tywnego przynajmniej dwoch badafi przesiewowych®, w oparciu o rézne zasady biologiczne, procedura musi zostaé
uzupelniona izolacjg patogenu, po ktérej wykonane zostaje — w przypadku izolacji typowych kolonii — potwierdzenie
czystej kultury jako R. solanacearum. Pozytywny wynik tylko jednego badania przesiewowego nie jest wystarczajacy dla
stwierdzenia, Ze proba jest podejrzana.

Badania przesiewowe i badania izolacji musza pozwoli¢ na wykrycie od 10° do 10* komérek/ml zawieszonego osadu,
w kontroli pozytywnej zalaczonej do kazdej serii badan.
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( Proba bulw ziemniaka (') )

|
Ekstrakcja i zageszczanie patogenu (?) ]

|

TESTY PRZESIEWOWE (%)
Test IF (*) / izolacja selektywna (°) / test PCR (6) / test FISH (7)
Dotatkowy test pomocniczy: ELISA (8)

|
( Pierwszy test przesiewowy (°) )

)

Nie wykryto R. solanacearum
Proba nieporazona przez
R. solanacearum

Nie wykryto R. solanacearum
Proba nieporazona przez
R. solanacearum

Izolacja na podtoza selektywne (°) i/lub test
biologiczny (°)
]

[ Kolonie o typowej morfologii (*°) ]

Nie wykryto R. solanacearum
Préba nieporazona przez
R. solanacearum

( Oczyszczenie przez pasazowanie )

( TESTY IDENTYFIKACYJNE (%2) )—<}—( TESTY PATOGENICZNOSCI (*3) ]

[ Potwierdzenie czystej kultury R. solanacearum w

obu testach
‘ Préba nieporazona przez
R. solanacearum

[ Proba porazona przez R. solanacearum ]
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" Standardowa wielko$¢ proby to 200 bulw, chociaz mozna zastosowa¢ procedure przy mniejszej liczebnosci proby, jesli 200 bulw nie
jest dostepnych.

® Metody ekstrakcji i zageszczania patogenu zostaty opisane w sekciji I11.1.1.

®) Jezeli przynajmniej dwa badania w oparciu o ré6zne zasady biologiczne sg pozytywne, nalezy przeprowadzi¢ izolacje i potwierdzenie.

Nalezy wykona¢ przynajmniej jedno badanie przesiewowe. Gdy wynik badania jest negatywny, prébe uwaza si¢ za negatywng. Jezeli
badanie da wynik pozytywny, wymagane jest wykonanie drugiego lub wiekszej ilosci badan przesiewowych w oparciu o ré6zne zasady
biologiczne dla zweryfikowania pierwszego pozytywnego wyniku. Jesli drugie lub pozostate badania sg negatywne, prébe uwaza si¢ za
negatywng. Nie ma konieczno$ci wykonywania dalszych badan.

*) Test IF zostat opisany w sekcji VI.A.5.

®) Izolacja na podtoza selektywne zostata opisana w sekcji VI.A.4.
©) Test PCR zostat opisany w sekcji VI.A.6.

) Test FISH zostat opisany w sekcji VI.A.7.

® Test ELISA zostat opisany w sekcji VI.A.8.

©®) Test biologiczny zostat opisany w sekcji VI.A.9.

(" Kolonia o typowej morfologii zostata opisana w sekgji 11.3.d.

@) Hodowla lub test biologiczny moga si¢ nie powie$¢ z powodu konkurenciji lub inhibicji przez bakterie saprofityczne. Jesli w badaniach
przesiewowych uzyska sie wyrazne pozytywne wyniki, lecz badania izolacji sq negatywne, nalezy powtérzy¢ badania izolacji z tego
samego zawieszonego osadu lub poprzez pobranie dodatkowej tkanki roslinnej z czesci przystolonowych przecietej bulwy tej samej
proby oraz, w razie potrzeby, przebadanie dodatkowych préb.

&) Wiarygodng identyfikacje czystej kultury Ralstonia solanacearum otrzymuje sie przy zastosowaniu badan wyszczegélnionych w
sekgji VI.B.

("®)  Test patogenicznosci zostat opisany w sekgji VI.C.
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3. Schemat wykrywania oraz identyfikacji Ralstonia solanacearum w bezobjawowych prébach roélin ziemniaka,
pomidora lub innych roslin zywicielskich.

( Proba fragmentow todyg (")

( Ekstrakcja i zageszczanie patogenu (?)

TESTY PRZESIEWOWE (%)
Izolacja selektywna (%) / test IF (°) / test PCR (°) / test FISH (7)
Dodatkowe testy pomocnicze: ELISA (8), test biologiczny (°)

Kolonie o typowej morfologii ('°) po Wszystkie wykonane testy
izolacji ujemne

I
Nie wykryto R. solanacearum
< NIE (') Préba nieporazona przez
R. solanacearum
GD

( Oczyszczanie przez pasazowanie )

( TESTY IDENTYFIKACYJNE ('?) )—<

Potwierdzenie czystej kultury
R. solanacearum w obu testach

Préba nieporazona przez
R. solanacearum

Préba porazona przez
R. solanacearum

— S O

hd

TESTY PATOGENICZNOSCI (") )
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" Zalecane rozmiary préby znajdujg sie w sekgcji 111.2.1.
® Metody ekstrakcji i zageszczania patogenu zostaty opisane w sekciji 111.2.1.
®) Jezeli przynajmniej dwa badania w oparciu o ré6zne zasady biologiczne sg pozytywne, nalezy przeprowadzi¢ izolacje i potwierdzenie.

Nalezy wykona¢ przynajmniej jedno badanie przesiewowe. Gdy wynik badania jest negatywny, probe uwaza sie za negatywna. Jezeli
badanie da wynik pozytywny, wymagane jest wykonanie drugiego lub wiekszej ilosci badan przesiewowych w oparciu o ré6zne zasady
biologiczne dla zweryfikowania pierwszego pozytywnego wyniku. Jesli drugie lub pozostate badania sg negatywne, probe uwaza si¢ za
negatywng. Nie ma koniecznosci wykonywania dalszych badan.

*) Izolacja na podioza selektywne zostata opisana w sekcji VI.A 4.
®) Test IF zostat opisany w sekcji VI.A.5.

) Test PCR zostat opisany w sekcji VI.A.6.

@) Test FISH zostat opisany w sekcji VI.A.7.

©®) Test ELISA zostat opisany w sekcji VI.A.8.

©®) Test biologiczny zostat opisany w sekcji VI.A.9.

(9 Kolonia o typowej morfologii zostata opisana w sekgc;ji 11.3.d.

(@) Hodowla lub test biologiczny mogg sie nie powies¢ z powodu konkurencji lub inhibicji przez bakterie saprofityczne. Jesli w badaniach
przesiewowych uzyska sie pozytywne wyniki, lecz badania izolacji sq negatywne, nalezy powtérzy¢ badania izolacji.

G Wiarygodng identyfikacje czystej kultury Ralstonia solanacearum otrzymuje sie przy zastosowaniu badan wyszczegoélnionych
w sekgciji VI.B.

(%) Test patogenicznosci zostat opisany w sekcji VI.C.
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SEKCJA 11

SZCZE}GOLOWE METODY WYKRYWANIA RALSTONIA SOLANACEARUM W BULWACH ZIEMNIAKA
I ROSLINACH ZIEMNIAKA, POMIDORA LUB INNYCH ROSLINACH ZYWICIELSKICH Z OBJAWAMI

1.1.

1.2.

1.3.

2.1.

2.2.

SLUZAKA LUB WIEDNIECIA BAKTERYJNEGO

Objawy (patrz: strona internetowa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main)

Objawy na ziemniaku

Roslina ziemniaka. Wezesnym stadium infekcji w polu jest wigdnigcie liSci od podstawy w kierunku wierzchotka ros-
liny w wysokiej temperaturze panujacej w ciggu dnia oraz poprawa ich stanu w ciggu nocy. We wczesnych stadiach
wiednigcia liScie pozostaja zielone, lecz pdzniej z6tkng i rozwijaja si¢ nekrozy. Wystepuje réwniez epinastia. W szyb-
kim czasie wigdnigcie jednego pedu lub calej rosliny staje si¢ nieodwracalne i prowadzi do $mierci calej rosliny.
Tkanka naczyniowa w lodygach przecigtych w poprzek wigdnacej rosliny zwykle brazowieje, a z przecigtej
powierzchni wyplywa mleczny $luz bakteryjny lub mozna go wycisna¢ z rosliny. Gdy ucigta fodyge wstawi si¢ pio-
nowo do wody, z wiazek naczyniowych bedzie wyplywac §luz.

Bulwa ziemniaka. Bulwy ziemniaka nalezy przecina¢ poprzecznie w poblizu czgici przystolonowej lub podluznie
poprzez stolon. Wezesne stadium infekeji objawia sie odbarwieniem szklistozoltym do lekko brazowego pierscienia
naczyniowego, na ktérym po kilku minutach samoistnie zacznie pojawiaé si¢ kremowy wyciek. PoZniej przebarwie-
nie wigzek naczyniowych staje si¢ bardziej brazowe, a nekrozy moga objaé tkanke parenchymatyczng. W zaawan-
sowanych stadiach choroby infekcja rozprzestrzenia si¢ i obejmuje nie tylko czesci przystolonowej oraz oczka,
z ktérych moga wyplywaé bakterie, co powoduje przyleganie czastek glebowych. Moga pojawié si¢ czerwonawo-
brazowe, lekko zapadniete zmiany na naskérku z powodu wewnetrznego zapadania si¢ tkanek naczyniowych.
W zaawansowanych stadiach choroby czgste jest wystegpowanie wtdrnego rozwoju zgnilizny grzybowej i bakteryjnej.

Objawy na pomidorze

Roslina pomidora. Pierwszym widocznym objawem jest zwigdly wyglad najmtodszych lisci. W korzystnych dla pato-
genu warunkach $rodowiska (temperatura gleby okoto 25 °C, wysoka wilgotnos§¢ powietrza) w ciagu kilku dni naste-
puje epinastia oraz wigdnigcie jednej strony lub calej rosliny, co prowadzi do pokladania si¢ rosliny. W warunkach
mniej korzystnych (temperatura gleby nizsza od 21 °C) wigdnigcie jest mniejsze, lecz na fodydze moze rozwinad si¢
wiele nowych korzeni. Mozna zaobserwowac tlustawy pasek dookota todygi, ktéry $wiadczy o martwicy ukladu
naczyniowego. Po przecigciu fodygi w poprzek odbarwione brazowe tkanki naczyniowe wydzielaja krople bialego
lub Zzéltawego $luzu bakteryjnego.

Objawy na innych roslinach zywicielskich

Rosliny Solanum dulcamara oraz S. nigrum. W warunkach naturalnych objawy wiedniecia u tych zywicieli obserwuje
si¢ rzadko, chyba ze temperatura gleby przekracza 25 °C lub poziomy inokulum sg bardzo wysokie (np. jak dla S.
nigrum rosnacej w poblizu chorej rosliny ziemniaka lub pomidora). Gdy nie wystepuje wigdniecie, objawy sg takie
jak w przypadku pomidora. Rosliny S. dulcamara, ktére nie wiedna, rosnace z lodygami i korzeniami w wodzie,
moga wykazywaé wewnetrzne lekkie brazowawe przebarwienie wigzek przewodzacych na przekroju poprzecznym
podstawy fodygi lub na cze$ciach znajdujacych sie pod woda. Z przecietych wiazek przewodzacych moga wydosta-
wac si¢ bakterie lub smugi §luzu, jesli przecigta todyga zostanie ustawiona pionowo w wodzie, nawet przy braku
objawéw wigdniecia.

Szybkie testy przesiewowe

Szybkie testy przesiewowe moga ulatwi¢ wstepng diagnozg, ale nie sa niezbedne. Nalezy zastosowa¢ jeden lub kilka
z ponizszych zatwierdzonych testow:

Badanie na obecno$¢ wyciekéw z wigzek przewodzgcych todygi

(Patrz: sekcja VI.A.1)

Wykrywanie granulek poli-f-hydroksymaslanu (PHB)

Charakterystyczne granulki PHB w komérkach R. solanacearum mozna zobaczy¢, wybarwiajac je na szkietku przed-
miotowym blekitem Nilu A lub czernig sudanowa w utrwalonych termicznie rozmazach $luzu bakteryjnego z pora-
zonej tkanki (patrz: sekcja VI.A.2).
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2.3.

2.4.

1.1.

Test aglutynacji serologicznej

(Patrz: sekcja VI.A.3.)

Inne testy

Dalsze odpowiednie badania przesiewowe to test IF (patrz: sekcja VIA.5), Test FISH (patrz: sekcja VI.A.7), testy ELISA
(patrz: sekcja VI.A.8) oraz test PCR (patrz: sekcja VI.A.6).

Posiew na podloza selektywne

a)  Pobra¢ wyciek z tkanki lub fragmenty przebarwionej tkanki z pierScienia wigzek przewodzacych bulwy ziem-
niaka albo z wiazek lodygi rosliny ziemniaka, pomidora lub innych wigdnacych roslin zywicielskich. Zawiesi¢
je w niewielkiej ilosci sterylnej wody destylowanej lub 50 mM buforu fosforanowego (dodatek 4) i pozostawi¢
na 5-10 minut.

b)  Przygotowac seri¢ dziesigciokrotnych rozcieficzeri zawiesiny.

¢)  Przenie$¢ 50-100 pl zawiesiny i jej rozcieficzen na pozywke uniwersalng (NA, YPGA lub SPA; patrz: doda-
tek 2) iflub na pozywke tetrazolowa Kelmana (dodatek 2) i/lub na zatwierdzong selektywna pozywke (np. SMSA;
patrz: dodatek 2). Nanie$¢ i rozprowadzi¢ zawiesing na plytce. W razie potrzeby przygotowaé oddzielne plytki
z rozcieficzong zawiesing R. solanacearum biowaru 2 jako kontrole pozytywna.

d) Inkubowa¢ plytki przez 2-6 dni w temperaturze 28 °C.

— Na pozywkach uniwersalnych wirulentne szczepy R. solanacearum rosng w postaci kolonii perfowo-biatych,
plaskich, nieregularnych i ciektych, cz¢sto z charakterystycznymi spiralami w $rodku. Awirulentne posta-
cie R. solanacearum rosng jako mate, okragle, nieciekle kolonie catkowicie kremowo-biate.

— Na pozywece tetrazolowej Kelmana i SMSA spirale maja krwistoczerwony kolor. Awirulentne postacie R.
solanacearum rosna jako mate, okragle, nieciekte kolonie cale o gl¢boko czerwonej barwie oraz o maslanej
konsystengji.

Testy identyfikacyjne dla R. solanacearum

Badania potwierdzajace wstgpng identyfikacje szczepow R. solanacearum pokazano w sekcji VI.B.

SEKCJA III

Szczegblowe metody wykrywania i identyfikacji R. solanacearum w prébach bezobjawowych bulw
ziemniaka

Przygotowanie préby

Uwaga:

—  Standardowa wielko§¢ proby wynosi 200 bulw. Bardziej intensywne badania wymagaja wickszej ilosci testow na prébach tej
wielkosci. Wigksza liczba bulw w prébie bedzie uniemozliwia¢ lub utrudnia¢ interpretacje wynikow. Jednak gdy dostepna
jest mniejsza niz 200 liczba bulw, procedure te mozna stosowa¢ z powodzeniem.

—  Zatwierdzenie 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 bakteriozy pierScieniowej
ziemniaka, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Fakultatywne czynnosci wstepne przed przygotowaniem préby:

a) Inkubowal proby w temperaturze 25-30 °C przez okres do dwu tygodni przed badaniem, aby pomodc
w namnozeniu populagji R. solanacearum.

b)  Umy¢ bulwy. Uzy¢ wlasciwych $rodkéw odkazajacych (zwiazki chloru, gdy zastosowane ma by¢ badanie PCR
dla usunigcia DNA patogenu) i detergentéw pomigdzy kazda proba. Wysuszy¢ bulwy na powietrzu. Ta pro-
cedura mycia jest szczegélnie przydatna (lecz niewymagana) przy prébach z nadmiarem ziemi i w przypadku
wykonywania testu PCR lub procedury bezposredniej izolacji.
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. Usunad czystym i zdezynfekowanym skalpelem lub nozem do warzyw skérke z czesci przystolonowej kazdej bul-

wy, w taki sposob, by odstonié tkanki przewodzgce. Starannie wycigé maly stozek z tkanki przewodzacej z czgsci
przystolonowej i ograniczy¢ ilo$¢ tkanki innej niz przewodzaca do minimum. (Patrz: strona internetowa
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Uwaga:  Odlozy¢ na bok wszystkie (gnijace) bulwy z objawami §luzaka przechowywac i bada¢ oddzielnie.

Jezeli w czasie pobierania tkanki przystolonowej obserwuje si¢ objawy nasuwajace podejrzenie §luzaka, nalezy przepro-
wadzi¢ wzrokowe badanie bulwy i przecigé bulwe w czgsci przystolonowej. Wszystkie przekroje bulw z podejrzanymi
objawami powinny by¢ pozostawione co najmniej przez dwie doby w temperaturze pokojowej, aby umozliwi¢ korko-
wacenie i przechowywane w lodéwce (w temperaturze 4-10 °C) we wlasciwych warunkach kwarantanny. Wszystkie bul-
wy, wlgcznie z tymi przejawiajacymi podejrzane objawy, nalezy przechowywaé zgodnie z zatacznikiem IIL

Fragmenty czgsci przystolonowych umiesci¢ w nieuzywanych wezesniej pojemnikach jednorazowego uzytku, ktére
mozna szczelnie zamknaé (w przypadku powtdrnego uzycia pojemnikow nalezy je starannie oczysci i zdezynfe-
kowa¢ przy uzyciu zwigzkéw chloru). Pobrane fragmenty czgsci przystolonowych najlepiej poddaé obrébee nie-
zwlocznie. Jezeli jednak nie bedzie to mozliwe, przechowaé je w pojemniku bez dodatku roztworu buforowego
w lodéwee nie dtuzej niz 72 godziny lub nie dtuzej niz 24 godziny w temperaturze pokojowej.

Z pobranymi fragmentami czg$ci przystolonowych postgpowac wedlug jednej z nastgpujacych procedur:

a) fragmenty tkanki przystolonowej pokry¢ dostateczng objetoscia (okoto 40 ml) buforu do ekstrakeji (doda-
tek 4) i mieszac na wytrzasarce obrotowej (50-100 obr./min) przez 4 godziny, utrzymujac temperature poni-
z¢j 24 °C lub przez 16-24 godzin w lodéwee;

lub

b) fragmenty tkanki przystolonowej homogenizowa¢ z odpowiednig iloicig (okoto 40 ml) buforu do ekstrakeji
(dodatek 4) albo z uzyciem miksera (np. Waring lub Ultra Thurax), albo przez rozdrabnianie w szczelnie
zamknietej jednorazowej torebce do maceragji (np. Stomacher lub Bioreba z polietylenu o duzej wytrzyma-
tosci, 150 x 250 mmy; sterylizowane promieniowaniem), uzywajac gumowego miotka lub odpowiedniego apa-
ratu do rozdrabniania (np. Homex).

Uwaga/  jesli proby sa homogenizowane przy uzyciu miksera, ryzyko kontaminacji miedzy prébami jest znaczne. Nalezy podjaé
odpowiednie $rodki ostroznosci, aby nie dopusci¢ do powstania aerozolu lub rozlania w czasie procesu ekstrakeji. Nalezy
sie upewni¢, ze do kazdej préby uzywane sa Swiezo wysterylizowane ostrza i naczynia miksera. Jesli ma by¢ stosowany
test PCR, unika¢ przeniesienia DNA na pojemniki lub aparaty do rozdrabniania. JeFsli ma by¢ zastosowany test PCR,
zleca si¢ rozdrabnianie w torebkach i stosowanie jednorazowych probowek.

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

. Zagesci¢ frakeje 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¢ powtdrnie osad w 1,5 ml buforu do zawieszania osadu (dodatek 4). Stosowac 500 pl do badan na obec-
no$¢ R. solanacearum, 500 pl na obecnos¢ Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus i 500 pl do celéw poréwnaw-
czych. Doda¢ sterylna gliceryng az do uzyskania ostatecznego stgzenia 10-25 % (obj./obj.) i dodaé do 500 pl
zawiesiny poréwnawczej i do pozostalej zawiesiny testowej, zworteksowaé i przechowywaé w temperaturze od
—16 do — 24 °C (tygodnie) lub od — 68 do — 86 °C (miesiace). W czasie wykonywania testu przechowywaé zawie-
siny testowe w temperaturze 4-10 °C.

Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie nie jest wskazane.

Jesli konieczny jest transport ekstraktu, zapewni¢ dostawe w przenosnej lodéwcee w ciggu 24 lub 48 godzin.

. Jest niezwykle wazne, aby w celu uniknigcia kontaminacji wszystkie kontrole pozytywne R. solanacearum i préby

bada¢ osobno. Odnosi si¢ to zaréwno do szkielek IF, jak i do wszystkich testéw.
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1.2. Badanie

Patrz: schemat blokowy i opis testow i protokotéw zoptymalizowanych znajdujace si¢ w odpowiednich dodatkach:
Posiew na podfoza selektywne (patrz: sekcja VI.A.4)

Test IF (patrz: sekcja VI.A.5)

Test PCR (patrz: sekcja VI.A.6)

Test FISH (patrz: sekcja VI.A.7)

Testy ELISA (patrz: sekcja VI.A.8)

Test biologiczny (patrz: sekcja VI.A.9)

2. Szczegblowe metody wykrywania i identyfikacji R. solanacearum w prébach bezobjawowych roslin
ziemniaka, pomidora lub innych ro$lin zywicielskich

2.1. Przygotowanie préby

Uwaga: Przy wykrywaniu utajonych populacji R. solanacearum zaleca si¢ przebadanie préb ztozonych. Procedure t¢ mozna latwo
zastosowaé do prob ztozonych o wielkosci do 200 czgsci fodygi. Przy wykonywaniu badan powinny si¢ one opiera¢ o sta-
tystycznie reprezentatywng prébe badanej populacji rosliny.

2.1.1. Pobra¢ fragmenty todygi o wielkosci 1-2 cm do zamknigtego sterylnego pojemnika zgodnie z ponizsza procedurg
prébobrania:

Sadzonki pomidora w szkélce: Przy pomocy czystego zdezynfekowanego noza pobra¢ 1 cm fragment u podstawy
kazdej todygi, tuz nad gleba.

Rosliny pomidora hodowane na polu lub w szklarni: Przy pomocy czystego zdezynfekowanego noza pobra¢ najnizszy
ped boczny z kazdej rosliny, ucinajac go tuz nad polgczeniem z todyga gléwna. Z kazdego pedu bocznego odcial
najnizszy 1 cm fragment.

Inni zywiciele: Przy pomocy czystego zdezynfekowanego noza lub sekatora pobra¢ 1 cm fragment u podstawy kaz-
dej todygi, tuz nad gleba. W przypadku S. dulcamara lub innych roslin zywicielskich rosngcych w wodzie, pobraé
1-2 cm fragmenty z todygi znajdujacej si¢ pod woda lub rozlogi z korzeniami wodnymi.

Podczas prébobrania w danym miejscu zaleca si¢ przebadanie statystycznie reprezentatywnej proby skladajacej sig
z przynajmniej 10 roslin z miejsca probobrania kazdego potencjalnego zywiciela. Wykrycie patogenu bedzie naj-
bardziej wiarygodne pdZng wiosng, latem i jesienia, cho¢ u wieloletnich Solanum dulcamara rosnacych w ciekach
wodnych porazenie naturalne mozna wykrywac przez caly rok. Znani zZywiciele to samosiewy ziemniaka (ground-
keeper), Solanum dulcamara, S. nigrum, Datura stramonium i inni czlonkowie rodziny Solanaceae. Inni Zywiciele to
Pelargonium spp. oraz Portulaca oleracea. Niektére gatunki chwastéw europejskich, ktorych korzenie lub ich rizos-
fera w pewnych szczegdlnych warunkach $rodowiskowych moga potencjalnie stanowi¢ rezerwuar populacji R.
solanacearum biowar 2[rasa 3, to: Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium album, Eupato-
rium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp, Rumex spp., Silene alba, S. nutans., Tussilago
farfarra oraz Urtica dioica.

Uwaga: Na tym etapie mozna zastosowa¢ wizualne badanie na obecno$¢ wewngtrznych objawow (przebarwienie wigzek naczy-
niowych lub wyciek $luzu bakteryjnego). Odlozy¢ na bok wszystkie fragmenty fodygi wykazujace objawy i przebadac je
oddzielnie (patrz: sekcja II).

2.1.2. Zdezynfekowa¢ fragmenty todygi krétko przy pomocy 70 % alkoholu etylowego i natychmiast wytrze¢ je do sucha
przy pomocy bibuly. Po czym podda¢ fragmenty todyg jednej z nastgpujacych procedur:

a)  fragmenty pokry¢ dostateczng objetoscia (okoto 40 ml) buforu do ekstrakeji (dodatek 4) i mieszaé na wytrzg-
sarce obrotowej (50100 obr./min) przez 4 godziny, utrzymujac temperaturg ponizej 24 °C lub przez 16-24
godzin w lodéwece; lub

b) rozpoczaé procedure bezzwlocznie, miazdzac odcinki w mocnej torebce do maceracji (np. Stomacher lub Bio-
reba) z odpowiednig iloScig buforu ekstrakcyjnego (dodatek 4), uzywajac gumowego miotka lub odpowied-
niego urzadzenia do rozdrabniania (np. Homex). Jesli nie jest to mozliwe, przechowywa¢ odcinki fodyg nie
dtuzej niz 72 godziny w lodéwce lub nie dtuzej niz 24 godziny w temperaturze pokojowe;.

2.1.3. Zdekantowa¢ supernatant po ustaleniu si¢ przez 15 minut.

2.1.4. Dalsze klaryfikowanie ekstraktu lub zageszczanie frakcji bakteryjnej zwykle nie jest wymagane, ale mozna je osiag-
naé przez filtracje i/lub odwirowanie, jak opisano w cz¢sciach 111.1.1.3-1.1.5.
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2.1.5. Podzieli¢ czysty lub stezony ekstrakt z proby na dwie rowne czeSci. W czasie przeprowadzania testu jedna polowe
trzymaé w temperaturze 4-10 °C, a druga potowe — z 10-25 % (obj./obj.) — sterylnego glicerolu przechowywaé
w temperaturze — 16 do — 24 °C (tygodnie) lub — 68 do — 86 °C (miesigce), jesli wymagane sg dalsze testy.

2.2. Badanie

Patrz: schemat blokowy i opis testéw i protokoléw zoptymalizowanych znajdujace si¢ w odpowiednich dodatkach:
Posiew na podtoza selektywne (patrz: sekcja VI.A.4)

Test IF (patrz: sekcja VL.A.5)

Test PCR (patrz: sekcja VI.A.6)

Test FISH (patrz: sekcja VI.A.7)

Testy ELISA (patrz: sekcja VI.A.8)

Test biologiczny (patrz: sekcja VI.A.9)
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SEKCJA IV
1. Schemat wykrywania i identyfikacji R. solanacearum w wodzie
[ Préba wody (') )
( Zageszczanie patogenu (?) )

TEST PRZESIEWOWY
Izolacja selektywna (%)
Dodatkowe testy pomocnicze: test biologiczny (4) / wzbogacanie PCR (%) / wzbogacanie ELISA (°)

Kolonie o typowej morfologii (7)
po izolacji

Nie wykryto R. solanacearum
< NIE () Préba nie porazona przez

R. solanacearum

( Oczyszczanie przez pasazowanie )

( TESTY IDENTYFIKACYJNE () )—<>—( TESTY PATOGENICZNOSCI (*°) )

Potwierdzenie czystej kultury
R. solanacearum w obu testach

‘ Préba nie porazona przez
R. solanacearum

TAK

Préba porazona przez
R. solanacearum
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" Zalecane procedury wykonywania préb, patrz: sekcja IV.2.1.

® Metody zageszczania patogenu zostaty opisane w sekcji IV.2.1. Koncentracja zwigksza populacje patogenu i konkurujacych bakterii
saprofitycznych i jest zalecana tylko woéwczas, gdy nie powoduje inhibicji izolacji.

®) Izolacja na poditoza selektywne zostata opisana w sekcji VI.A.4.

*) Test biologiczny opisano w sekgcji VI.A.9.

®) Metody wzbogacania PCR zostaly opisane w sekcji VI.A.4.2 i sekcji VI.A.6.
) Metody wzbogacania ELISA zostaty opisane w sekcji VI.A.4.2 i sekcji VI.A.8.

) Kolonia o typowej morfologii zostata opisana w sekgc;ji 11.3.d.

®) Hodowla kultury moze nie powie$¢ z powodu konkurenciji lub inhibicji ze strony bakterii saprofitycznych. Jesli podejrzewa sig, ze duze
populacje saprofityczne wptyng na skuteczno$¢ izolacji, wowczas nalezy powtérzy¢ badania izolacji po rozcienczeniu proby w steryinej
wodzie.

®) Wiarygodng identyfikacje czystej kultury Ralstonia solanacearum otrzymuje sie przy zastosowaniu badan wyszczegoélnionych
w sekgji VI.B.

(&) Test patogenicznoéci zostat opisany w sekcji VI.C.
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2.1.

2.2.

Metody wykrywania i identyfikacji R. solanacearum w wodzie
Zasada

Zatwierdzony schemat wykrywania opisany w tej sekgji dotyczy wykrywania patogenu w prébach wéd powierzch-
niowych i mozna go zastosowaé do badania prob Sciekéw z obrébki ziemniakéw lub $ciekoéw ciektych. Wazne
jest jednak, aby pamietaé, ze oczekiwana czulo$¢ wykrywania zmienia si¢ w zaleznosci od substratu. Na czulosé
badania izolacji wplyw maja populacje konkurujacych bakterii saprofitycznych, ktére sa na ogét o wiele wigksze
przy przetwarzaniu ziemniakéw i w $ciekach niz w wodzie powierzchniowej. Zaktada si¢, ze ponizszy schemat
wykryje zaledwie 10° komérek na litr w wodzie powierzchniowej, natomiast czuto$¢ wykrywania przy przetwa-
rzaniu ziemniakéw lub w $ciekach bedzie prawdopodobnie znacznie nizsza. Z tego powodu zaleca si¢ badac $cieki
po ich utylizacji (np. sedymentacji lub przefiltrowaniu), w czasie ktorych to operacji zmniejszaja si¢ populacje
saprofityczne. Ograniczenia czuto$ci schematu badania powinno si¢ wzia¢ pod uwage przy ocenie wiarygodnosci
wszelkich uzyskanych wynikow negatywnych. Schemat ten byt z powodzeniem stosowany w pracach badaw-
czych dla ustalenia wystgpowania lub braku patogenu w wodzie powierzchniowej, jednak nalezy pamigta¢ o jego
ograniczeniach przy uzywaniu go do podobnych badan Scickéw pochodzacych z obrobki ziemniakéw lub $cie-
kéw cieklych.

Przygotowanie proby

Uwaga:

—  Wykrycie R. solanacearum w wodzie powierzchniowej jest najbardziej pewne pdzng wiosng, latem i jesienia, gdy temperatura
wody przekracza 15 °C.

—  Wielokrotne probobranie w réznych okresach w powyzszym terminie w wyznaczonych punktach zwicksza prawdopodo-
bieistwo wykrycia dzigki zmniejszeniu skutkéw zmian klimatycznych.

—  Pod uwagg nalezy wzia¢ skutki ulewnych deszczéw i lokalizacje ciekéw wodnych dla unikniecia skutkéw nadmiernego roz-
wodnienia, co moze wplywaé na zamaskowanie obecnosci patogenu.

—  Préby wody nalezy pobra¢ w sasiedztwie rolin zywicielskich, jesli takie wystepuja.

. W wybranych punktach prébobrania pobra¢ préby wody, wypehiajac nig jednorazowe sterylne probéwki lub

butelki na glebokosci, o ile to mozliwe, ponizej 30 cm i w promieniu 2 m od brzegu. W przypadku sciekéw pocho-
dzgcych z obrobki ziemniakéw lub Sciekéw cieklych, proby nalezy pobraé z punktu usuwania Sciekow. Zaleca si¢
stosowanie prob o wielkosci do 500 ml na punkt prébobrania. Jesli preferowane s3 proby mniejsze, zaleca sig
pobieranie prob przynajmniej 3 razy z kazdego punktu prébobrania, z czego kazda préba sklada sig z 2 podpréb,
kazda o objeto$ci minimum 30 ml. Przy intensywnych badaniach nalezy wybra¢ przynajmniej 3 punkty probobra-
nia na odcinku cieku wodnego o dlugosci 3 km i zagwarantowad, ze zostana pobrane proby réwniez z doplywoéw.

. Préby transportowa w niskiej temperaturze (4-10 °C), bez dostepu $wiatta i przebadaé w ciagu 24 godzin.

. W miarg potrzeby przy pomocy jednej z ponizszych metod mozna zagesci¢ frakcje bakteryjna:

a)  wirowa¢ 30-50 ml podpréby w 10 000 g przez 10 minut (lub 7 000 g przez 15 minut), najlepiej w tempe-
raturze 4-10 °C, usung¢ zawiesing i ponownie zawiesi¢ osad w 1 ml buforu do zawieszania osadu (dodatek 4);

b)  przeprowadzi¢ filtracj¢ membranowsa (minimalny rozmiar poréw 0,45 pm), po ktorej przemy¢ filtr 5-10 ml
buforu do zwieszania osadu i zebra¢ popluczyny. Metoda ta ma zastosowanie do wigkszych objetosci wody
zawierajacej malg ilo$¢ saprofitow.

Zageszczania nie poleca si¢ zazwyczaj dla préb $ciekéw pochodzacych z obrobki ziemniakéw lub Sciekow cie-
klych, poniewaz zwigkszona populacja konkurujacych bakterii saprofitycznych hamuje wykrywanie Ralstonia
solanacearum.

Badanie

Patrz: schemat blokowy i opis badai we wlasciwych protokotach.
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SEKCJA V

1. Schemat wykrywania i identyfikacji R. solanacearum w glebie

( Proba gleby (")

( Ekstrakcja patogenu

TEST PRZESIEWOWY J

Izolacja selektywna (%)
Dodatkowy test pomocniczy: wzbogacenie PCR (%) / test biologiczny (*

Kolonie o typowej morfologii (°) Wszystkie wykonane testy
po izolacji ujemne

Nie wykryto R. solanacearum
< NIE (°) Préba nieporazona przez

R. solanacearum
GD

( Oczyszczanie przez pasazowanie )

( TESTY IDENTYFIKACYJNE (7) )—<

Potwierdzenie czystej kultury
R. solanacearum w obu testach

Préba nieporazona przez
R. solanacearum

hd

TESTY PATOGENICZNOSCI (8) )

<>

Préba porazona przez
R. solanacearum
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) Zalecane procedury prébobrania, patrz: sekcja V.2.1.
) Izolacja na podtoza selektywne zostata opisana w sekcji VI.A.4.
%) Metody wzbogacania PCR zostaly opisane w sekcji VI.A.4.2 i sekcji VI.A.6.
) Test biologiczny zostat opisany w sekcji VI.A.9.
) Kolonia o typowej morfologii zostata opisana w sekc;ji 11.3.d.
)

Hodowla kultury moze nie powies¢ z powodu konkurenciji lub inhibicji ze strony bakterii saprofitycznych. Jesli podejrzewa sig, ze duze

populacje saprofityczne wptyng na skuteczno$¢ izolacji, wowczas nalezy powtodrzy¢ badania izolacji po rozcienczeniu proby.

) Wiarygodng identyfikacje czystej kultury Ralstonia solanacearum otrzymuje sie przy zastosowaniu badan wyszczego6lnionych
w sekgji VI.B.

® Test patogeniczno$ci zostat opisany w sekcji VI.C.
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2.1.

2.1.1.

2.2

Metody wykrywania i identyfikacji R. solanacearum w glebie
Zasada

Zatwierdzony schemat wykrywania opisany w tej sekcji dotyczy wykrywania patogenu w probach gleby, lecz
mozna go réwniez wykorzystaé do badania préb statego lub cieklego odpadu z obrébki ziemniaka. Wazne jest
jednak, aby pamigtaé, ze metody te nie sg wystarczajaco czule do zagwarantowania wykrywania nisko iflub niere-
gularnie rozproszonych populacji Ralstonia solanacearum, ktére moga wystgpowaé w naturalnie porazonych prébach
tych substratéw.

Przy ocenie wiarygodno$ci wszelkich uzyskanych wynikéw negatywnych, jak réwniez przy badaniu w celu okres-
lenia obecnosci lub nieobecnodci patogenu w glebie i odpadach powinno si¢ wzia¢ pod uwage ograniczenia czu-
tosci schematu badania. Najbardziej wiarygodnym badaniem obecno$ci patogenu w glebie jest posadzenie zywiciela
podatnego na chorobg i kontrolowanie go pod wzgledem porazenia, lecz nawet przy tej metodzie niskie poziomy
porazenia nie zostana wykryte.

Przygotowanie préby

Prébobranie gleby z pola powinno by¢ wykonane zgodnie ze standardowymi zasadami stosowanymi dla préb
nicieniowych. Nalezy pobra¢ 0,5-1 kg ziemi dla kazdej préby z 60 miejsc na kazde 0,3 ha z glebokosci 10-20 cm
(lub w siatce 7 x 7 metréw). Jesli istnieje podejrzenie wystepowania patogenu, nalezy zwiekszy¢ liczbe punktow
poboru do 120 na 0,3 ha. Przed badaniem proby trzymaé w temperaturze 12-15 °C. Proby osadéw z obrdbki
ziemniakow i $ciekow nalezy sporzadzié, pobierajac facznie 1 kg z punktéw prébobrania, tak aby byly reprezen-
tatywne dla calkowitej wielko$ci badanego osadu. Przed badaniem dobrze wymiesza¢ kazda probe.

. Podpréby 10-25 g ziemi lub osadu zawiesi¢ w 60-150 ml buforu ekstrakcyjnego (dodatek 4) i wytrzasaé na

wstrzasarce obrotowej (250 obr./min) przez okres do 2 godzin. W razie potrzeby w rozdrobnieniu moze poméc
dodanie 0,02 % sterylnego Tween-20 i 10-20 g sterylnego zwiru.

. W czasie badania utrzymywa¢ zawiesing w temperaturze 4 °C.

Badanie

Patrz: schemat blokowy i opis badari we wlasciwych protokotach.

SEKCJA VI

ZOPTYMALIZOWANE PROTOKOLY WYKRYWANIA I IDENTYFIKACJI R. SOLANACEARUM

TESTY DIAGNOSTYCZNE I WYKRYWANIE

Badanie na obecno$¢ wyciekow z wigzek przewodzacych lodygi

Obecnos¢ R. solanacearum w wiednacych fodygach ziemniaka lub pomidora lub innych roslin zywicielskich mozna
stwierdzi¢, wykonujac ponizsze proste badanie wstgpne: uciac todyge tuz nad poziomem gleby. Umiesci¢ odcigta
powierzchni¢ fodygi w probéwce napetnionej czysta woda. Po kilku minutach mozna zaobserwowa¢ charaktery-
styczny samoczynny wyplyw $luzu bakteryjnego z przecigtych wigzek przewodzacych.

Badanie na obecno$¢ granulek poly-p-hydroksymaslanu

1. Przygotowal rozmaz $luzu bakteryjnego z porazonej tkanki albo rozmaz z 48-godzinnej hodowli na pozywce
YPGA lub SPA (dodatek 2) na szkietku mikroskopowym.

2. Przygotowac rozmazy kontroli pozytywnej ze szczepu biowar 2 R. solanacearum, oraz jesli konieczne, przy-
gotowac rozmaz kontroli negatywnej PHB sp.

3. Pozostawi¢ rozmazy do wyschnigcia i przesungc dolng czgs¢ szkieltka kilkakrotnie w ptomieniu palnika, w celu
utrwalenia rozmazu.

4. Preparat wybarwi¢ blgkitem nilu lub czernig sudanowa i obserwowaé pod mikroskopem zgodnie z poniz-
szym opisem.
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Badanie z blgkitem Nilu:

a)

Zanurzy¢ utrwalony rozmaz w 1 % wodnym roztworze blekitu nilu A i inkubowa¢ przez 10 minut w tempe-
raturze 55 °C.

Zla¢ roztwor barwigcy. Optukaé krétko pod kranem z biezaca woda. Usunaé nadmiar wody bibulg.

Zanurzy¢ rozmaz w 8 % wodnym roztworze kwasu octowego i inkubowaé przez 1 minute¢ w temperaturze
otoczenia.

Oplukaé krétko pod kranem z biezacg woda. Usuna¢ nadmiar wody bibula.

Ponownie zwilzy¢ rozmaz kropla wody i nalozy¢ szkietko przykrywkowe.

Ogladac¢ rozmaz pod mikroskopem epifluorescencyjnym w $wietle 450 nm, pod warstwa oleju immersyjne-
go, przy powigkszeniu 600-1 000 razy, uzywajac do tego celu obiektywu olejowego lub wodnego.

Sprawdzi¢, czy pojawi si¢ jasna, pomaraficzowa fluorescencja granulek PHB. Sprawdzi¢ takze w $wietle nor-
malnym, czy wewnatrz komorek znajdujg si¢ granulki i czy morfologia komérek ma cechy typowe dla R.
solanacearum.

Badanie z czernig sudanowg:

a)

Zanurzy¢ utrwalony rozmaz w 0,3 % roztworze czerni sudanowej B w 70 % alkoholu etylowym i inkubowa¢
przez 10 minut w temperaturze otoczenia.

Zla¢ roztwor barwigcy i krotko ptukaé pod biezaca woda z kranu, usuwajac nadmiar wody bibula.

Zanurzy¢ szkietka na chwile w ksylenie i osuszy¢ na bibule. Uwaga: Ksylen jest substancjg szkodliwg dla zdrowia,
dlatego nalezy przedsigwzigé odpowiednie Srodki bezpieczeristwa i pracowal w dygestorium.

Zanurzy¢ szkietka w 0,5 % (w/v) wodnym roztworze safraniny i pozostawi¢ na 10 sekund w temperaturze
otoczenia. Uwaga: Safranina jest substancjg szkodliwg dla zdrowia, dlatego nalezy przedsiewzigé odpowiednie srodki
bezpieczeristwa i pracowaé w dygestorium.

Wypluka¢ delikatnie wodg z kranu, osuszy¢ na bibule i nalozy¢ szkietko przykrywkowe.

Oglada¢ wybarwiony rozmaz pod mikroskopem, stosujac $wiatlo przechodzace, pod warstwa olejku immer-
syjnego, przy powigkszeniu 1 000 razy z uzyciem obiektywu olejowego.

Granulki PHB w komoérkach R. solanacearum wybarwiaja si¢ na kolor czarno-niebieski, a $ciany komérkowe
na réZowo.

Test aglutynacji serologicznej

Aglutynacja komorek R. solanacearum w $luzie bakteryjnym lub ekstrakcie z tkanek symptomatycznych jest najle-
piej widoczna przy uzyciu zatwierdzonych przeciwcial (patrz: dodatek 3) oznaczonych odpowiednio zabarwio-
nymi markerami, takimi jak czerwone komorki Staphylococcus aureus lub zabarwione elementy lateksowe. Uzywajac
zestawu dostepnego w obrocie handlowym (patrz: dodatek 3), nalezy postepowac zgodnie ze wskazéwkami pro-
ducenta. W przeciwnym razie nalezy wykonac nastepujaca procedure:

a)

Wymiesza¢ krople zawiesiny przeciwcial i $luzu bakteryjnego (ok. 5 pl kazdej) na okienkach szkietek z wie-
loma zaglebieniami.

Przygotowa¢ kontrole pozytywna i negatywna przy uzyciu zawiesin R. solanacearum biowar 2 i szczepu
heterogenicznego.

Mieszajac delikatnie przez 15 sekund, mozna zaobserwowa¢ aglutynacj¢ w prébach pozytywnych.
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4.

4.1.

4.2.

Izolacja selektywna

Izolacja na podloze selektywne

Uwaga: Przed uzyciem tej metody po raz pierwszy, nalezy wykona¢ wstepne badania majgce zagwarantowa¢ odtwarzalno$¢ wykry-
wania rzgdu 10° do 10 jednostek R. solanacearum tworzacych kolonie na ml dodany do ekstraktu préb, ktére uprzednio
zostaly przetestowane jako negatywne.

Nalezy uzy¢ wiasciwie zatwierdzonej pozywki selektywnej, takiej jak SMSA (zmodyfikowanej przez Elphinstone et al.,
1996; patrz: dodatek 2).

Nalezy uwaza¢, aby odr6zni¢ R. solanacearum od innych bakterii bedgcych w stanie rozwina¢ kolonie na pozywce. Poza
tym, kolonie R. solanacearum moga wykazywa¢ morfologie nietypowa, jesli plytki sa przepelnione lub obecne sg réwniez
bakterie antagonistyczne. Jesli podejrzewa si¢ wystepowanie skutkéw konkurencji lub antagonizmu, préby nalezy ponow-
nie przebada¢ z uzyciem innego testu.

Najwyzszej czutoéci wykrywania przy uzyciu tej metody mozna oczekiwaé przy uzyciu Swiezo przygotowanych ekstrak-
tow. Jednak metoda ta jest uzywana réwniez w odniesieniu do ekstraktow przechowywanych w glicerynie w temperatu-
rze — 68 do — 86 °C.

Jako kontrole pozytywne nalezy przygotowaé dziesigciokrotne rozcieficzenia zawiesiny 10° cfu na ml wirulent-
nego szczepu biowar 2 R. solanacearum (np. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Dla uniknigcia ewentualnej
kontaminagji kontrole pozytywne nalezy przygotowal w Scistej separacji od badanych préb.

W przypadku kazdej nowo przygotowanej partii pozywki selektywnej przed uzyciem jej do przebadania rutyno-
wych prob nalezy sprawdzi¢ jej przydatno$¢ do wzrostu patogenu.

Kontrole pozytywne traktowaé w sposob identyczny, jak probe(-y).

Zastosowaé odpowiednig technike rozcieniczen plytkowych w celu zapewnienia, ze wszelkie saprofityczne popu-
lacje tworzace kolonie zostaja rozcienczone. Nanie$¢ 50-100 pl na plytke ekstraktu i kazdego rozcieficzenia.

. Inkubowac¢ plytki w temperaturze 28 °C. Ogladanie plytek rozpoczaé po 48 godzinach, a potem kontynuowaé

codziennie do 6 dni. Typowe kolonie R. solanacearum na pozywce SMSA sa mlecznobiale, plaskie, nieregularne
oraz ciekle, a po 3 dniach inkubagji ich §rodek staje si¢ od rézowego do krwistoczerwonego z wewnetrznymi
smugami lub spiralami. (Patrz: strona internetowa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Uwaga: Na tej pozywce tworzg si¢ czasami nietypowe kolonie R. solanacearum. Mogg by¢ mate, okragle, calkiem czerwone i nie-
ciekle lub tylko czgsciowo ciekte i w zwigzku z tym moga wystepowac problemy z odréznieniem ich od bakterii sapro-
fitycznych tworzacych kolonie.

. W celu uzyskania pojedynczych kolonii oczysci¢ kolonie wstgpne przez pasazowanie lub metodg rozcieficzen plyt-

kowych R. solanacearum na pozywce odzywczej (patrz: dodatek 2).

. W celu krétkotrwalego przechowywania trzyma¢ kultury w sterylnej wodzie (pH 6-8, bez chloru) w temperaturze

pokojowej w ciemnosci lub w celu dhugotrwalego przechowywania w odpowiedniej pozywce krioochronnej lub
w temperaturze — 68 do — 86 °C lub w postaci liofilizowane;.

Zidentyfikowac czyste kultury (patrz: sekcja VI.B.) i wykonac test patogenicznosci (patrz: sekcja VI. C).
Interpretacja wynikéw posiewu na podloze selektywne

Wynik posiewu na podloze selektywne jest negatywny w przypadku, gdy po 6 dniach nie obserwuje si¢ zadnych
kolonii bakteryjnych, albo jezeli nie odnaleziono Zadnych kolonii o morfologii charakterystycznej dla R. solanacea-
rum, pod warunkiem ze nie podejrzewa si¢ inhibicji kolonii wskutek konkurencji lub antagonizmu przez inne bak-
terie i Ze na plytkach z kontrolg pozytywna potwierdzono obecno$¢ kolonii charakterystycznych dla R. solanacearum.

Wynik posiewu na podloze selektywne jest pozytywny, jezeli wyizolowano kolonie o morfologii charakterystycz-
nej dla R. solanacearum.

Procedura wzbogacenia
Nalezy uzy¢ zatwierdzonej pozywki wzbogacajqcej, takiej jak zmodyfikowana pozywka Wilbrink (patrz: dodatek 2).

Procedure te mozna wykorzystywac do selektywnego zwigkszania populacji R. solanacearum w ekstraktach i zwigkszenia czuto-
$ci wykrywania. Procedura ta réwniez skutecznie rozciericza inhibitory reakcji PCR (1:100). Nalezy jednak pamigtaé, ze wzbo-
gacenie R. solanacearum moze sig nie udaé wskutek konkurencji lub antagonizmu ze strony organizmdéw saprofitycznych,
ktdre czesto sg rdwnoczesnie wzbogacane. Z tego powodu izolagja R. solanacearum ze wzbogaconych kultur pozywki moze
okaza¢ si¢ trudna. Poza tym, jako ze mozina zwigkszy¢ populacje serologicznie zblizonych saprofitéw, zaleca sig stosowanie
konkretnych przeciwciat monoklinalnych raczej niz przeciwciat poliklonalnych, gdy stosowany ma by¢ test ELISA.
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4.2.1. Przy wzbogacaniu do testu PCR przenies¢ 100 pl ekstraktu do 10 ml pozywki wzbogaconej (dodatek 2) uprzednio
umieszczonej w zlewkach lub kolbach pozbawionych DNA. Przy wzbogacaniu do testu ELISA mozna uzy¢
wigkszych proporgji ekstraktu do pozywki (np. 100 pl w 1,0 ml pozywki wzbogacone;).

4.2.2. Inkubowad przez 72 godziny w temperaturze od 27 do 30 °C w hodowli wstrzasanej lub statycznej, a przykrywka
powinna luzno przylega¢ do probéwki, tak by umozliwi¢ dostep do powietrza.

4.2.3. Dobrze wymieszaé przed uzyciem w teScie ELISA lub tescie PCR.

4.2.4. Ze wzbogacong pozywka postepowal w taki sam sposéb, jak z prébg w powyzszych testach.

Uwaga:  Jesli przewiduje si¢ zahamowanie procesu wzbogacenia R. solanacearum z powodu wysokich populacji niektorych konku-
rujgcych bakterii saprofitycznych, lepsze wyniki moze da¢ wzbogacenie ekstraktéw przed odwirowaniem lub innymi spo-
sobami zageszczania patogenu.

5. 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 gléwny test przesiewowy, a wynik IF jest dodatni, konieczne jest zastosowanie
izolagji, testu PCR lub FISH jako drugiego testu przesiewowego. Kiedy test IF jest stosowany jako drugi test prze-
siewowy, a odczyt IF jest dodatni, do zakoniczenia analizy wymagane jest przeprowadzanie dalszych testéw, zgod-
nie ze schematem blokowym.

Uwaga: Nalezy uzywal zatwierdzonego zrédla przeciwcial przeciw r. solanacearum (patrz: strona internetowa
http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Zaleca si¢, aby dla kazdej nowej partii przeciwcial okresla¢ mia-
no. Miano jest okreslane jako najwicksze rozcienczenie, przy ktorym zachodzi optymalna reakcja w czasie testowania
zawiesiny od 10°do 10° komérek na ml homologicznego szczepu R. solanacearum i przy uzyciu odpowiedniego koniu-
gatu izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC), zgodnie z zaleceniami producenta. Stgzone przeciwciata poliklonalne powinny
mie¢ miano IF przynajmniej 1:2 000. W czasie przeprowadzania testu przeciwciala powinny by¢ stosowane przy steze-
niu roboczym (WD) bliskim lub réwnym mianu.

Test powinien by¢ przeprowadzany na $wiezo przygotowanych ekstraktach z prob. Jesli to konieczne, moze by¢ z powo-
dzeniem przeprowadzany na ekstraktach przechowywanych w temperaturze od — 68 do — 86 °C w glicerolu. Glicerol
moze by¢ usunigty z préby przez dodanie 1 ml buforu do zawieszania osadu (dodatek 4), powtérne odwirowanie przez
15 minut przy 7 000 g i powtérne zawieszenie w réwnej objetoéci buforu do zawieszania osadu. Czgsto nie jest to
konieczne, zwlaszcza jedli preparaty z prob byly utrwalane na szkietkach przy pomocy opalania.

Przygotowac oddzielne szkietka kontroli pozytywnej szczepu homologicznego lub innego szczepu odniesienia R. solana-
cearum zawieszonego w ekstrakcie z ziemniaka, jak szczegétowo opisano w dodatku 3B, oraz ewentualnie w buforze.

W miare mozliwosci na to samo szkietko nalezy nanie$¢ jako podobna kontrole naturalnie zainfekowane tkanki (zacho-
wane w formie liofilizowanej lub zamrozone w temperaturze od — 16 do — 24 °C).
Jako kontrole negatywna na R. solanacearum stosowac ekstrakty préb, ktore wezesniej daty w tescie wynik ujemny.

Standaryzowane pozytywne i negatywne materialy kontrolne do wykorzystania w teScie s3 wymienione
w dodatku 3.

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

Kontrole pozytywne traktowaé w sposéb identyczny, jak probe(-y).

5.1. Przygotowa¢ szkietka do badan, stosujac jedna z ponizszych procedur:

i)  dla préb zawierajacych stosunkowo niewiele skrobi:

Odmierzy¢ pipeta standardowa objeto$¢ (151 odpowiada 6 mm Srednicy okienka — dla wigkszych okienek
odmierzy¢ odpowiednio wigksza objeto$) w rozcienczeniu 1/100 zawieszonego osadu ziemniaka na pierw-
sze okienko. Nastepnie odmierzy¢ pipeta podobna objeto$¢ nierozcieniczonego osadu (1/1) na pozostate
okienka w szeregu. Drugi szereg mozna wykorzysta¢ do powtdrzenia badania lub mozna go przeznaczy¢ do
analizy drugiej préby, patrz: rysunek 1;
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ii) dla innych osadéw:

Przygotowal dziesigciokrotne rozciefczenia (1/10, 1/100) zawieszonego osadu w buforze do zawieszania
osadu. Odmierzy¢ standardowg objeto$¢ (151 odpowiada 6 mm Srednicy okienka — dla wigkszych okienek
odmierzy¢ proporcjonalnie wigkszg objeto$¢) zawiesiny na szereg okienek. Drugi szereg mozna wykorzystaé
do powtdrzenia badania lub mozna go przeznaczy¢ do analizy drugiej préby, patrz: rysunek 2.

5.2.  Wysuszy¢ krople w temperaturze otoczenia lub ogrzewajac je w temperaturze od 40 do 45 °C. Utrwali¢ komérki
bakteryjne na szkielku przez ogrzanie (15 minut w temp. 60 °C), albo umieszczenie w plomieniu, lub tez za
pomocg 95 % alkoholu etylowego zgodnie ze szczegétowymi instrukcjami dostawcy przeciwcial.

W miar¢ potrzeby utrwalone szkielka mozna przechowywaé zamrozone w suchym pojemniku przez jak najkrot-
szy okres (maksymalnie przez 3 miesigce) przed dalszym badaniem.

5.3. Procedura IF

i)  Przygotowac szkietka tak jak opisano w ust. 5.1 ppkt i): Przygotowa¢ zestaw dwukrotnych rozcieficzen.

Pierwsze okienko powinno mie¢ 1/2 miana (T/2), pozostate 1/4 miana (T[4), 1/2 miana (T/2), miano (T) i dwu-
krotno$¢ miana (2T).

ii)  Przygotowal szkietka do badania, jak opisano w ust. 5.1 ppkt ii):

Przygotowa¢ rozcienczenie robocze (WD) przeciwcial w buforze IF. Rozcienczenie robocze ma wplyw na

specyficznosé.
Rysunek 1 Przygotowanie szkietka roboczego wedlug 5.1 1) i 5.3 i)
Rozcieficzenia proby ponownie zawieszonego osadu w buforze
1/100 1/1 11 1/1 1/1 [0 Rozcieficzenie ponownie
zawieszonego osadu
(T = miano) T2 T4 T2 T 2T [0 Dwukrotne rozcieficzenia

surowicy/przeciwciala

Préba 1 .1 .2 .3 .4 . .

Powtérzenie proby 1 lub

proba 2 .6 .7 .8 .9 .10

Rysunek 2 Przygotowanie szkietka roboczego wedlug ust. 5.1 ppkt ii) i 5.3 ppkt ii)

Rozcieficzenie robocze surowicy/przeciwciala

11 1/10  1/100 puste puste O Dziesi¢gciokrotne
rozcieficzenia ponownie
zawieszonego osadu

Préba 1 .1 .2 .3 .4 . :

Powtérzenie préby 1 lub

proba 2 .6 .7 .8 .9 .10
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.4.4.

. Ulozy¢ szkietka na wilgotnej bibule. Pokry¢ calkowicie kazde okienko rozcieficzonymi przeciwciatami. Objetosé

nakladanej surowicy musi by¢ réwna objgtosci naktadanego ekstraktu.

W przypadku braku szczeg6towych instrukeji od dostawcy przeciwciat nalezy zastosowad nastgpujaca procedure:

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

. Strzasnaé krople surowicy ze szkielek i przeptuka¢ szkietka starannie buforem IF. Zanurzy¢ je na 5 minut w bufo-

rze IF — Tween (dodatek 4), a nastgpnie w buforze IF. Unikaé powstawania aerozoli i przenoszenia kropelek, co
mogloby doprowadzi¢ do kontaminacji miedzy probami. Ostroznie usuna¢ nadmiar wilgoci przez delikatne osu-
szanie bibulg.

. Ulozy¢ szkietka na wilgotnym papierze. Pokry¢ okienka do badai oraz okienko FTIC rozcieficzonym koniugatem

FTIC, stosowanym do oznaczania miana. Objeto$¢ koniugatu natozonego na okienka musi by¢ identyczna z obje-
toscig zastosowanych przeciwcial.

. Inkubowa¢ szkietka na wilgotnym papierze pod przykryciem przez 30 minut w temperaturze otoczenia (18-25 °C).

. Strzasna¢ krople surowicy ze szkielek. Obmy¢ i przeptukac tak jak poprzednio (5.3.3).

Ostroznie usung¢ nadmiar wilgoci.

. Na kazde okienko nanies¢ po 5-10 10,1 M buforu fosforanowego-glicerynowego (dodatek 4) albo podobng ilo-

$cig dostepnego w obrocie utrwalacza i przykryc je szkietkiem nakrywkowym.

Odczytywanie testu IF

Sprawdzi¢ szkietka pod mikroskopem epifluorescencyjnym z filtrem wilasciwym dla wzbudzenia FITC, pod olej-
kiem imersyjnym lub woda, przy powickszeniu 500-1 000 razy. Okienka przeglada¢ wzdtuz dwéch Srednic pod
katem prostym oraz dookota obwodu. Sprawdzi¢ przynajmniej 40 pdl mikroskopowych w okienkach niezawiera-
jacych komorek lub zawierajacych ich malg ilosé.

Sprawdzi¢ najpierw okienko z kontrolg pozytywng. Komérki musza fluoryzowaé jasno i by¢ zupekie wybar-
wione przy okreSlonym mianie przeciwcial lub rozcieficzeniu roboczym. Badanie IF (sekcja VLA.5) nalezy
powtérzyé, jezeli wybarwienie nie jest wlasciwe.

Poszukiwaé w okienkach szkielek testowych jaskrawo fluoryzujacych komoérek, o charakterystycznej dla R. solana-
cearum morfologii (patrz: strona internetowa http://forum.europa.eu.int/Public[irc/sanco/Home/main). Intensyw-
no$¢ fluorescencji musi by¢ réwnowazna intensywnosci wykazywanej przez pozytywny szczep kontrolny przy
tym samym rozcienczeniu surowicy. Komérki niecatkowicie wybarwione lub komorki o stabej fluorescencji nalezy
odrzuci¢.

W przypadku podejrzenia kontaminacji badanie nalezy powt6rzy¢. Tak moze by¢é w przypadku gdy wszystkie
szkietka w partii wykazujg komorki pozytywne z powodu kontaminacji buforu lub jesli komoérki pozytywne zostaja
odnalezione (poza okienkami szkielek) na powierzchni szkielka.

Ze specyficznoscig testu immunofluorescencyjnego wiaze si¢ nieodlacznie kilka probleméw. W osadzie z czgsci
przystolonowych bulw ziemniaka i odcinka fodygi prawdopodobne jest wystgpowanie w tle populagji fluoryzuja-
cych komérek o nietypowej morfologii oraz bakterii saprofitycznych o wielkosci i morfologii podobnej do R. sola-
nacearum i dajacych reakcje krzyzowe.

Uwzglednia¢ wylacznie fluoryzujace komérki o typowych wymiarach i morfologii przy mianie lub rozcieficzeniu
roboczym, takim jak w 5.3.
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5.4.5.

Interpretacja wynikéw testu IF:

i) Jezeli stwierdzono obecnos¢ fluoryzujacych komérek o charakterystycznej morfologii, trzeba oszacowaé Sred-
nig liczbe typowych komérek w polu widzenia mikroskopu oraz obliczy¢ liczbe komorek typowych przypa-
dajaca na ml ponownie zawieszonego osadu (dodatek 5).

Wynik IF jest dodatni dla préb z przynajmniej 5 x 10* komérek na ml zawieszonego osadu. Proba uznawana
jest za potencjalnie porazona i wymagane sg dalsze testy.

i) Odczyt IF jest negatywny dla préb o liczbie komérek mniejszej niz 5 x 10 na ml zawieszonego osadu,
a préba uznawana jest za negatywna. Kolejne testy nie s3 wymagane.

Test PCR
Zasada

Przy wykorzystaniu testu PCR jako podstawowego badania przesiewowego i uzyskaniu w nim pozytywnego wyniku
jako drugie badanie przesiewowe nalezy wykona¢ izolacje lub test IF. Gdy test PCR jest stosowany jako drugie
badanie przesiewowe, a odczyt jest pozytywny, dla zakornczenia diagnozy wymagane jest dalsze badanie zgodne
ze schematem blokowym.

Pelne wykorzystanie tej metody jako gtéwnego badania przesiewowego zaleca si¢ tylko wtedy, jesli posiada si¢
specjalistyczng, fachowg wiedz¢ na ten temat.

Uwaga:  Wstepne badanie przy uzyciu tej metody powinno pozwoli¢ na uzyskanie odtwarzalnego wykrywania rzedu od 10° do
10* komorek R. solanacearum przypadajacych na ml dodanych do ekstraktow prob, ktére w poprzednim badaniu wypadty
negatywnie. Dla uzyskania maksymalnych pozioméw czutosci i specyficznosci we wszystkich laboratoriach wymagane
moze by¢ przeprowadzenie eksperymentéw optymalizujacych.

Nalezy uzywaé zatwierdzonych odczynnikéw PCR i protokotdw (patrz: dodatek 6). Zaleca si¢ wybor metody z kon-
trolg wewnetrzng.

Nalezy zastosowaé odpowiednie $rodki bezpieczefistwa w celu unikniecia kontaminacji probki docelowym DNA.
Test PCR powinni wykonywa¢ do$wiadczeni technicy w wyspecjalizowanych laboratoriach biologii molekularne;j,
tak aby zminimalizowa¢ mozliwo$¢ kontaminacji docelowym DNA.

Kontrola negatywna (dla ekstrakcji DNA i procedur PCR) powinna by¢ zawsze wykonywana jako ostatnia proba
w procedurze tak, aby jasno stwierdzi¢, czy pojawilo sie jakiekolwiek przeniesienie DNA.

W badaniu PCR nalezy zawrze¢ nastgpujace kontrole negatywne:

—  ckstrakt préby, ktéry poprzednio zostal uznany za negatywny dla R. solanacearum,

— préby kontrolne buforu uzywanego do ekstrakeji bakterii i DNA z préby,

— mieszaning do reakcji PCR.

Nalezy zawrze¢ nastepujace kontrole pozytywne:

— zawiesiny osadu, do ktdérego dodano R. solanacearum (przygotowanie patrz: dodatek 3 B),

—  zawiesing 10° komérek przypadajacych na ml wirulentnego izolatu R. solanacearum zawieszonego w wodzie
(np. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; patrz: dodatek 3 B),

— w miarg mozliwosci korzystaé rowniez z ekstraktéw DNA z kontroli pozytywnych DNA otrzymanych z testu
PCR.

Dla uniknigcia potencjalnej kontaminacji, kontrole pozytywne przygotowaé w miejscu oddzielonym od
prob, ktére majg by¢ badane.

Ekstrakty stanowigce proby powinny by¢ w jak najwigkszym stopniu pozbawione ziemi. W pewnych warunkach
radzi si¢ wigc, aby ekstrakty przygotowaé z mytych ziemniakéw, jesli maja zostal zastosowane protokoty PCR.

Standaryzowane pozytywne i negatywne materialy kontrolne do wykorzystania w teScie sa wymienione
w dodatku 3.
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6.1.

Metody oczyszczania DNA

Uzy¢ opisanych powyzej kontroli pozytywnych i negatywnych (patrz: dodatek 3).

Kontrole pozytywne traktowaé w sposdb identyczny, jak probe(-y).

Dostepnych jest wiele metod oczyszczania docelowego DNA, ze zlozonych substratow proby, ktére usuwaja inhi-
bitory PCR i inne reakcje enzymatyczne i koncentruja docelowe DNA w ekstrakcie proby. Metoda przedstawiona
ponizej zostala zoptymalizowana do uzytku z zatwierdzong metodg PCR przedstawiong w dodatku 6.

a) Metoda zgodnie z Pastrik (2000)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Odmierzy¢ pipeta 220 pl buforu do lizy (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0])
do 1,5 ml probéwki Eppendorfa.

Doda¢ 100 pl ekstraktu i umiesci¢ w jednostce grzewczej lub tazni wodnej w temp. 95 °C na 10 min.
Trzymaé probowke w lodzie przez 5 min.

Dodac¢ 80 pl roztworu lizozymowego (50 mg lizozymu przypadajacych na ml w 10 mM Tris-HCl, pH 8,0)
i inkubowa¢ w temp. 37 °C przez 30 min.

Dodaé 220 pl roztworu Easy DNA® A (Invitrogen), dobrze wymieszaé przez worteksowanie i inkubowa¢
w temp. 65 °C przez 30 min.

Doda¢ 100 ul roztworu Easy DNA® B (Invitrogen), energicznie wymieszaé przez worteksowanie, az w pro-
béwce uwolni sig osad i probka bedzie rownomiernie lepka.

Dodaé¢ 500 pl chloroformu i wymieszaé przez worteksowanie, az lepko$¢ spadnie i mieszanina bedzie
jednorodna.

Odwirowaé przy 15 000 g przez 20 min w temp. 4 °C, aby wytraci¢ fazy i utworzy¢ miedzyfaze.
Przenie$¢ gorng faze¢ do §wiezej probéwki typu Eppendorf.

Doda¢ 1 ml 100 % alkoholu etylowego (- 20 °C), krétko wymiesza¢ przez worteksowanie i inkubowaé
na lodzie przez 10 min.

Wirowa¢ przy 15 000 g przez 20 min w temp. 4 °C i usung¢ alkohol etylowy z osadu.
Doda¢ 500 pl 80 % alkoholu etylowego (- 20 °C) i wymieszal przez odwracanie probowki.
Wirowa¢ przy 15 000 g przez 10 min w temp. 4 °C, zostawi¢ osad i usuna¢ etanol.
Zostawi¢ osad do wysuszenia powietrzem lub w wiréwce do suszenia DNA.

Zawiesi¢ ponownie osad w 100 pl sterylnej UPW i zostawi¢ w temperaturze pokojowej przez przynaj-
mniej 20 minut.

Przechowywaé w temp. — 20 °C, az bedzie potrzebny do badania PCR.

Oddzieli¢ wszelki bialy osad, wirujac i uzy¢ 5 pl zawiesiny zawierajacej DNA do testu PCR.

b) Inne metody

Mozna zastosowaé inne metody ekstrakcji DNA, np. Qiagen DNeasy Plant Kit, pod warunkiem ze dowie-
dzione zostalo, ze sa réwnie skuteczne w oczyszczaniu DNA pochodzacego z prob kontrolnych zawierajacych
od 10° do 10* komérek patogenu przypadajacych na ml.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.3.4.

PCR

Przygotowaé matryce testowe i kontrolne dla PCR wedlug zatwierdzonych protokoléw (sekcja VI.A.6). Przygoto-
wac jedno dziesigciokrotne rozcienczenie DNA z ekstraktu proby (1:10 w UPW).

Przygotowac odpowiednia mieszaning reakcyjng PCR i wymiesza¢ w nieskazonym Srodowisku zgodnie z opubli-
kowanymi protokotami (dodatek 6). W miar¢ mozliwosci radzi si¢ uzy¢ multipleksowego protokotu PCR zawiera-
jacego rowniez wewnetrzng kontrole PCR.

Doda¢ 2-5 pl ekstraktu DNA przypadajacego na 25 pl objetosci reakcji PCR w sterylnych probéwkach do PCR
wedtug protokotéw PCR (patrz: dodatek 6).

Doda¢ negatywna kontrol¢ zawierajaca tylko mieszaning reakcyjng PCR. Wymiesza¢ i w miejsce proby dodaé to
samo Zrodlo UPW, ktore bylo uzywane w mieszaninie PCR.

Umiesci¢ probéwki w tym samym termocyklerze, ktéry uzywany byt do badan wstepnych i uruchomié¢ wlasciwie
zoptymalizowany program PCR (dodatek 6).

Analiza produktu PCR

. Rozdzieli¢ produkty PCR metodg elektroforezy na zelu agarozowym. Uzy¢ przynajmniej 12 pl zwielokrotnionej

mieszaniny reakcyjnej DNA z kazdej proby zmieszanej z 3 pl buforu obcigzajacego (dodatek 6) w 2,0 % (w/v) zelu
agarozowym w buforze trisacetate-EDTA (TAE) (dodatek 6) przy 5-8 V przypadajacych na cm. Uzy¢ odpowied-
niego markera DNA, np. 100 bp ladder.

. Uwidoczni¢ paski DNA odbarwiajac zel w bromku etydyny (0,5 mg/l) przez 30—-60 min, stosujac wlasciwe Srodki

ostroznoéci przy obchodzeniu si¢ z tym mutagenem.

. Oglada¢ wybarwiony zel w transiluminatorze UV (\ = 302 nm), szukajac zamplifikowanych produktéw PCR o ocze-

kiwanym rozmiarze (dodatek 6) i udokumentowaé wyniki.

Dla wszystkich nowych wynikéw/przypadkow weryfikowaé autentyczno$¢ amplikonu PCR, przeprowadzajac ana-
liz¢ z uzyciem enzymow restrykcyjnych na probee pozostatego zamplifikowanego DNA przez inkubacje w opty-
malnej temperaturze i przez odpowiedni czas z wla$ciwym enzymem i buforem (patrz: dodatek 6). Rozdzieli¢
strawione fragmenty za pomoca elektroforezy na zelu agarozowym jak wczesniej i oglada¢ charakterystyczny uktad
fragmentéw strawionych przez enzymy restrykcyjne w transiluminatorze UV po uprzednim barwieniu bromkiem
etydyny. Por6wna¢ z niestrawiong i strawiong kontrolg pozytywna

Interpretacja wynikéw testu PCR:

Wynik testu PCR jest negatywny, jesli nie wykryto specyficznego dla R. solanacearum fragmentu amplikonu PCR
o0 oczekiwanym rozmiarze w danej probie, a taki fragment znaleziono we wszystkich kontrolach pozytywnych (w
przypadku multipleksowego PCR ze specyficznymi dla rosliny starterami kontroli wewngtrznej: drugi produkt PCR
o oczekiwanym rozmiarze musi zosta¢ zamplifikowany w danej prébie).

Wynik testu PCR jest pozytywny, jezeli wykryto specyficzny amplikon dla R. solanacearum o oczekiwanym rozmia-
rze i wzorze restrykcyjnym (jesli taki jest wymagany), pod warunkiem, ze nie jest on namnozony z jakiejkolwiek
negatywnej proby kontrolnej. Wiarygodne potwierdzenie pozytywnego wyniku mozna réwniez uzyskaé, powta-
rzajac badanie przy pomocy drugiego zestawu primeréw PCR (dodatek 6).

Uwaga: Moze istnie¢ podejrzenie inhibicji PCR, jesli oczekiwany amplikon zostanie uzyskany z kontroli pozytywnej zawierajacej
R. solanacearum w wodzie, lecz z pozytywnych prob kontrolnych z R. solanacearum w ekstrakcie z ziemniaka uzyskano
wyniki negatywne. W multipleksowych protokotach PCR z wewnetrznymi kontrolami PCR, na inhibicje reakeji wskazuje
fakt, ze nie zostal uzyskany zaden z dwéch amplikonéw.

Jesli z jednej lub wigkszej ilosci kontroli negatywnych uzyskano oczekiwany amplikon, wéwczas mozna podejrze-
waé kontaminagje.
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7.1.

Test FISH
Zasada

Jezeli test FISH uzywany jest jako pierwsze badanie przesiewowe, a wynik jego jest pozytywny, nalezy wykona¢é
izolacj¢ lub badanie IF jako drugie, obowiazkowe badanie przesiewowe. Gdy test FISH jest stosowany jako drugie
badanie przesiewowe, a odczyt jest pozytywny, dla zakoficzenia diagnozy wymagane jest dalsze badanie zgodne
ze schematem blokowym.

Uwaga:  Uzy¢ zatwierdzonych, specyficznych dla R. solanacearum sond oligonukleotydowych (patrz: dodatek 7). Badanie wstgpne
przy uzyciu tej metody powinno pozwoli¢ na odtwarzalne wykrywanie przynajmniej 10°~10* komérek R. solanacearum
przypadajacych na ml dodanych do ekstraktow prob, w stosunku do ktorych uprzednio uzyskano wynik negatywny.

Nastepujaca procedure najlepicj jest stosowaé w przypadku §wiezo przygotowanego ekstraktu z préby, lecz mozna
ja stosowaé réwniez w odniesieniu do ekstraktu przechowywanego w glicerynie w temperaturze od — 16 do — 24 °C
lub od - 68 do - 86 °C.

Jako kontroli negatywnej uzy¢ ekstraktu proby, w stosunku do ktérej uprzednio uzyskano wynik negatywny dla
R. solanacearum.

Jako kontrole pozytywne przygotowaé zawiesiny zawierajace 10° do 10° komoérek przypadajacych na ml R. sola-
nacearum biowar 2 (np. szczep NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857, patrz: dodatek 3) w buforze fosforanowym
0,01M (PB) z 3-5-dniowej hodowli). Przygotowa¢ oddzielne szkielka kontroli pozytywnej z homogenicznego
szczepu lub innego szczepu referencyjnego R. solanacearum, zawieszonego w ekstrakcie z ziemniaka, zgodnie z opi-
sem w dodatku 3 B.

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

Znormalizowane pozytywne i negatywne materialy kontrolne dostgpne do uzycia przy tym badaniu wymieniono
w dodatku 3 A).

Kontrole pozytywne traktowaé w sposéb identyczny, jak probe(-y).
Utrwalanie ekstraktu z ziemniaka

Ponizsza procedura oparta jest na pracy Wullings et al., (1998):

. Przygotowa¢ roztwér utrwalajacy (patrz: dodatek 7).
. Odmierzy¢ pipeta 100 pl ekstraktu z kazdej proby do probowki Eppendorfa i odwirowaé przez 7 min przy 7 000 g.

. Usung¢ supernatant i rozpusci¢ osad w 200 pl utrwalacza przygotowanego < 24 godzin wczesniej. Odwirowac

i inkubowa¢ przez 1 godzing w lodéwece.

Odwirowaé przez 7 min przy 7 000 g, usuna¢ supernatant i zawiesi¢ ponownie osad w 75 pl 0,01M PB (patrz:
dodatek 7).

. Nanie$¢ po 16 pl utrwalonych zawiesin na czyste szkietko wielopunktowe tak, jak pokazano na rys. 7.1. Na szkietko

naktada¢ dwie rézne préby, nierozcieficzone i w rozcienczeniu 1:100, uzywajac 10 pl ekstraktu, aby uzyskaé roz-
cieficzenie 1:100 (w 0,01M PB). Pozostaly roztwor proby (49 pl) moze by¢ przechowywany w — 20 °C po dodaniu
1 objetosci 96 % etanolu. W przypadku jesli test FISH wymaga powtdrzenia, usungé etanol przez wirowanie i doda¢
te samg ilos¢ 0,01M PB (zworteksowac).

Rysunek 7.1. 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
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. Wysuszy¢ szkielka na powietrzu (lub na plycie do suszenia szkielek w temperaturze 37 °C) i utrwali¢ w plomieniu.

W tym momencie procedur¢ mozna przerwac i kontynuowac hybrydyzacj¢ w dniu nastgpnym. Szkietka powinny
by¢ przechowywane w suchym miejscu pozbawionym kurzu. w temperaturze pokojowe;.

Hybrydyzacja

Odwodni¢ komérki w serii rozcieficzen alkoholu etylowego o stezeniach 50 %, 80 % 1 96 % przez 1 minute w kaz-
dym. Wysuszy(¢ szkietka na powietrzu w statywie na szkietka.

Przygotowac wilgotna komore do inkubacji wykladajac dno hermetycznego pojemnika bibulg lub papierem filtra-
cyjnym nasaczonym w 1x mieszaninie hybrydyzacyjnej (hybmix) (dodatek 7). Wstepnie inkubowa¢ pojemnik w cie-
plarce do hybrydyzacji w temperaturze 45 °C przez przynajmniej 10 minut.

Nanies¢ po 10 pl roztworu do hybrydyzacji (dodatek 7) na 8 okienek (okienka 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 oraz 10; patrz:
rys. 7.1) z kazdego szkielka, pozostawiajgc dwa okienka Srodkowe (3 i 8) puste.

Przykry¢ szkielkami nakrywkowymi (24 x 24 mm) pierwsze i ostatnie 4 okienka, tak aby nie uwigzi¢ przy tym
powietrza. Umiesci¢ szkietka we wstepnie ogrzanej wilgotnej komorze i hybrydyzowac przez 5 godzin w cieplarce
w 45 °C w ciemnosci.

Przygotowaé 3 zlewki zawierajace 11 Milli Q (stopierr molekularny) wody, 11 1x mieszaniny hybrydyzacyjnej
(334 ml 3x hybmix i 666 ml Milli Q wody) oraz 11 1/8x hybmix (42 ml 3x hybmix oraz 958 ml Milli Q wody).
Inkubowaé wstepnie kazda z nich w fazni wodnej w 45 °C.

Usuna( szkietka nakrywkowe ze szkielek i umiesci¢ szkietka w statywie.

Usuna¢ nadmiar sondy, inkubujac przez 15 min w zlewce z 1x mieszaniny hybrydyzacyjnej w temperaturze 45 °C.

Przenie$¢ statyw do szkielek do 1/8 hybmix roztworu wymywajacego i inkubowa¢ przez nastgpne 15 min.

Zanurzy¢ szkietka na krétko w Milli Q wodzie i umiesci¢ na bibule filtracyjnej. Usungé nadmiar wilgoci pokrywa-
jac powierzchnie delikatnie bibul filtracyjng. Odmierzy¢ pipeta 5-10 pl roztworu utrwalajagcego zapobiegajacego
odbarwieniu (np. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA lub réwnowazny) na kazde okienko i nalozy¢ duze
szkielko nakrywkowe (24 x 60 mm) na powierzchnig¢ calego szkietka.

Odczyt testu FISH

. Oglada¢ szkietka natychmiast, uzywajac mikroskopu dostosowanego do mikroskopii epifluoroscencyjnej pod

powigkszeniem 630 lub 1 000 x, pod olejkiem imersyjnym. Przy filtrze odpowiednim dla izotiocyjanianu fluores-
ceiny (FITC), komorki eubakteryjne (w tym wigkszo$¢ komoérek Gram ujemnych) sa zabarwione na kolor fluore-
scencyjno zielony. Przy stosowaniu filtra do 5-izotiocyjanianu tetrametylorodaminy barwione komorki Cy3 R.
solanacearum sg fluoryzujaco czerwone. Poréwnaé morfologie komorek z ta w kontroli pozytywnej. W przypadku
niewlasciwego zabarwienia test FISH (sekcja VI.A.7) nalezy powtorzy¢. Okienka przegladaé wzdhuz dwoch $rednic
pod katem prostym oraz dookota obwodu. Sprawdzi¢ przynajmniej 40 p6l mikroskopowych w okienkach nieza-
wierajacych komorek lub zawierajacych ich malg ilosé.

. Poszukiwaé w okienkach szkielek testowych jaskrawo fluoryzujacych komoérek, o charakterystycznej dla R. solana-

cearum morfologii (patrz: strona internetowa http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Intensyw-
no$¢ fluorescencji musi by¢ taka sama lub wigksza niz szczepu uzytego jako kontrola pozytywna. Komorki
niecatkowicie wybarwione lub komérki o stabej fluorescencji nalezy odrzucié.

. W przypadku podejrzenia kontaminacji badanie nalezy powtérzy¢. Tak moze by¢ w przypadku gdy wszystkie

szkietka w partii pokazuja komorki pozytywne z powodu kontaminacji buforu lub jesli odnalezione zostang
komorki pozytywne (poza okienkami szkielek) na powierzchni szkietka.
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7.3.4. Ze specyficznoscia testu FISH wiaze si¢ niecodlacznie kilka probleméw. W osadzie z czgéci przystolonowych bulw
ziemniaka i fragmentéw todygi prawdopodobne jest wystepowanie w tle populagji fluoryzujacych komérek o nie-
typowej morfologii oraz dajacych reakcje krzyzowe bakterii saprofitycznych o wielkosci i budowie podobnej do R.
solanacearum cho¢ znacznie rzadziej niz w przypadku testu IF.

7.3.5. Pod uwage braé nalezy jedynie fluoryzujace komoérki o typowym rozmiarze i morfologii.

7.3.6. Interpretacja wynikow testu FISH:

Prawidlowe wyniki testu FISH uzyskuje si¢, jesli przy uzyciu filtra FITC zaobserwuje si¢ jasne zielone komorki
fluorescencyjne o rozmiarze i morfologii typowej dla R. solanacearum i jesli zaobserwuje si¢ jasne fluorescen-
cyjne czerwone komorki przy uzyciu filtra rodaminowego we wszystkich kontrolach pozytywnych, a nie
zaobserwuje si¢ ich w Zadnej kontroli negatywnej. Jezeli stwierdzono obecno$¢ fluoryzujacych komérek
o charakterystycznej morfologii, trzeba oszacowa¢ $rednig liczbe typowych komérek w polu widzenia mikro-
skopu oraz obliczy¢ liczbe komorek typowych przypadajaca na ml ponownie zawieszonego osadu (doda-
tek 4). Prébki o odczycie 5 x 10° typowych komérek przypadajacych na ml ponownie zawieszonego osadu
uznaje si¢ za potencjalnie porazone. Konieczne wykonanie jest dalszych badan. Odczyt jest negatywny przy
mniej niz 5 x 10° komérek typowych przypadajacych na ml zawieszonego osadu.

Test FISH jest negatywny, jesli fluoryzujace czerwone komérki o rozmiarze i morfologii typowej dla R. sola-
nacearum nie zostang wykryte przy uzyciu filtra rodaminy, pod warunkiem zaobserwowania typowych fluory-
zujacych na czerwono komoérek w preparatach kontroli pozytywnych przy uzyciu filtra rodaminowego.

8.  Testy ELISA

Zasada

Test ELISA mozne by¢ uzywany wylacznie jako badanie fakultatywne wraz z badaniem IF, PCR lub FISH poniewaz

ma O

no niska czuto§¢. Przy uzyciu testu DAS ELISA, konieczne jest zastosowanie wzbogacenia i przeciwcial mono-

klonalnych (patrz: strona internetowa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home[main). Wzbogacenie prob
przed uzyciem w tescie ELISA moze okaza¢ si¢ pomocne dla zwigkszenia czutosci tego badania, lecz moze si¢ nie

powi

e$¢ z powodu konkurencji ze strony innych organizméw obecnych w probie.

Uwaga: Nalezy uzywal zatwierdzonego zrodla przeciwcial przeciw R. solanacearum (patrz: strona internetowa

http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Zaleca si¢, aby dla kazdej nowej partii przeciwcial okresla¢ mia-
no. Miano okresla si¢ jako najwicksze rozcieniczenie, przy ktorym pojawia si¢ optymalna reakcja w trakcie badania zawie-
siny zawierajacej 10° do 10° komérek przypadajacych na ml szczepu homogenicznego R. solanacearum i przy uzyciu
whasciwych koniugatéw przeciwcial zgodnie z zaleceniami producenta. Podczas badan rutynowych uzywa sie dostep-
nych w handlu przeciwcial w rozcieficzeniu roboczym zblizonym do warto$ci miana.

Okresli¢ miano przeciwcial na zawiesinie 10> do 10° komorek przypadajacych na ml homogenicznego szczepu
R. solanacearum.

Dotaczy¢ ekstrakt z proby, w przypadku ktérego uprzednie badanie wykazato negatywne wyniki na R. solanacearum
i zawiesing niereagujacych krzyzowo bakterii w buforze fosforanowym (PBS) jako kontrole negatywna.

Jako kontroli pozytywnej uzy¢ ekstraktu proby, w przypadku ktérego uprzednie badanie dalo negatywne wyniki, wymie-
szanego z 10° do 10* komérek przypadajacych na ml R. solanacearum biowar 2 (np. szczep NCPPB 4156 = PD 2762 =
CFBP 3857, patrz: dodatek 2 A i B). Dla poréwnania wynikéw na kazdej plytce wykorzysta¢ standardows zawiesing
zawierajacg 10° do 10° komérek przypadajacych na ml w PBS R. solanacearum. Nalezy upewni¢ sig, Ze na plytce titra-
cyjnej kontrole pozytywne sg whasciwie oddzielone od préb badanych.

Znormalizowane pozytywne i negatywne materialy kontrolne dostepne do uzycia przy tym badaniu wymieniono
w dodatku 3 A.

Kontrole pozytywne traktowal w sposéb identyczny jak probe(-y).

Zatwierdzone zostaly dwa protokoly testu ELISA:

a) Posredni test ELISA (Elphinstone i wsp., 1995)

Uzy¢ 100-200 pl ekstraktu proby. (Ogrzewanie przez 4 minuty w temperaturze 100 °C w lazni wodnej
lub bloku grzewczym moze w pewnych wypadkach zredukowad niespecyficzne wyniki).

Doda¢ te samg objetoé¢ podwojnie stezonego buforu powlekajacego (dodatek 4) i zworteksowad.

Natozy¢ po 1001 do kazdej z co najmniej dwdch studzienek na plytce (np. Nunc-Polysorp lub réwno-
wazny). Inkubowaé przez 1 godzing w temperaturze 37 °C lub przez noc w temperaturze 4 °C.
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Usung( ekstrakty ze studzienek. Przeptukac studzienki trzykrotnie buforem PBS-Tween (dodatek 4), pozo-
stawiajac w studzience ostatni roztwor uzywany do ptukania na przynajmniej 5 minut.

Przygotowac stosowne rozcienczenia przeciwcial przeciw R. solanacearum w buforze blokujgcym (dodatek
4). W przypadku zatwierdzonych komercyjnych przeciwcial, uzy¢ zalecanych rozciefczen (zazwyczaj
o stezeniu dwukrotnie wigkszym niz miano).

Natozy¢ po 100 | do kazdej studzienki i inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze 37 °C.

Usungd roztwér przeciwcial ze studzienek i wyptukaé jak poprzednio (pkt 4).

Przygotowad wlaiciwe rozcienczenia drugich przeciwcial koniugatu alkalicznej fosfatazy w buforze blo-
kujacym. Natozy¢ po 100 1 do kazdej studzienki i inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze 37 °C.

Usuna¢ koniugaty przeciwcial ze studzienek i wyplukac jak poprzednio (pkt 4).

Doda¢ 100 pl roztworu substratu fosfatazy alkalicznej (dodatek 4) do kazdej studzienki. Inkubowaé
w ciemnoSci w temperaturze otoczenia i odczytaé absorbancje przy 405 nm w regularnych odstgpach,
w ciggu 90 minut.

b) DASI ELISA

Przygotowa¢ stosowne rozcieniczenia przeciwciat poliklonalnych przeciw R. solanacearum w buforze powle-
kajacym pH 9,6 (dodatek 4). Doda¢ 200 pl do kazdej studzienki. Inkubowa¢ w temperaturze 37 °C przez
4-5 godz. lub przy 4 °C przez 16 godz.

Wyplukaé studzienki trzykrotnie przy uzyciu buforu PBS-Tween (dodatek 4).

Doda¢ 190 pl ekstraktu préby do co najmniej 2 studzienek. Dodaé takze kontrole pozytywna i nega-
tywna do dwdch studzienek przypadajacych na plytke. Inkubowac przez 16 godz. w temperaturze 4 °C.

Wyplukad studzienki trzykrotnie przy uzyciu buforu PBS-Tween (dodatek 4).

Przygotowa¢ stosowne rozcienczenia specyficznych dla R. solanacearum przeciwcial monoklonalnych w PBS
(dodatek 4) zawierajacych réwniez 0,5 % albuminy z surowicy bydlecej (BSA) oraz doda¢ 190 pl do kaz-
dej studzienki. Inkubowaé w temperaturze 37 °C przez 2 godz.

Wyplukaé studzienki trzykrotnie przy uzyciu buforu PBS-Tween (dodatek 4).

Przygotowac stosowne rozcieficzenie koniugatu anty-mysich immunoglobin z fosfatazg alkaliczng w PBS.
Doda¢ 190 pl do kazdej studzienki. Inkubowa¢ w temperaturze 37 °C przez 2 godz.

Wyplukaé studzienki trzykrotnie przy uzyciu buforu PBS-Tween (dodatek 4).

Przygotowac roztwor substratu alkalicznej fosfatazy zawierajacy 1 mg fosfatazy p-nitrofenylu przypada-
jacego na ml buforu substratowego (dodatek 4). Doda¢ 200 pl do kazdej studzienki. Inkubowaé w ciem-
noéci w temperaturze otoczenia i odczytaé absorbancj¢ przy 405 nm w regularnych odstgpach, w ciggu
90 minut.

Interpretacja wynikow testu ELISA

Wynik testu ELISA jest negatywny, gdy $rednia gesto$¢ optyczna (OD) odczytywana w dwoch powtdrzeniach ze
studzienek préby wynosi < 2x OD dla studzienki kontroli negatywnej, pod warunkiem ze OD dla kontroli pozy-
tywnych studzienek kontrolnych wynosi powyzej 1,0 (po 90 minutach inkubagji z substratem) i wiecej niz pod-
wojna OD uzyskana dla negatywnych ekstraktow prob.

Wynik testu ELISA jest pozytywny, gdy odczyty Sredniej gestosci optycznej OD proby w dwéch powtdrzeniach
wynoszg > 2x OD w negatywnym ekstrakcie proby pod warunkiem, ze odczyt OD dla wszystkich kontroli pozy-
tywnych wynosi < 2x tych w studzienkach kontroli pozytywnych.
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9.2.2.

9.3.

9.4.

Negatywne odczyty testu ELISA w studzienkach kontroli pozytywnych wskazuja, ze badanie nie zostalo wyko-
nane poprawnie lub ze zostalo zahamowane. Pozytywne odczyty testu ELISA w studzienkach kontroli negatyw-
nych wskazujg na kontaminacj¢ lub pojawienie si¢ niespecyficznego wiazania przeciwcial.

Test biologiczny

Uwaga: Wstepne testy przy uzyciu tej metody powinny pozwoli¢ na powtarzalne wykrywanie od 10*> do 10* jednostek tworza-
cych kolonie R. solanacearum. na ml dodanych do ekstraktow prob, ktére we wezesniejszych testach daty wyniki ujemne
(sposob przygotowania opisano w dodatku 3).

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

Protokét ten oparty jest o publikacje Janse (1988):

Dla kazdej préby uzy¢ 10 roslin testowych wrazliwej odmiany pomidora (np. »"Moneymaker« lub odmiany o podob-
nej podatnodci okreslonej w badaniu laboratoryjnym) w stadium trzeciego whasciwego liscia. Szczegdly hodowli
zamieszczono w dodatku 8. Alternatywnie mozna uzy¢ rodlin oberzyny (np. odmiany »Black Beauty« lub odmian
o podobnej podatnosci), uzywaé wylacznie roslin w stadium 2-3 lidci do pelnego rozwoju trzeciego liscia whasci-
wego. Wykazano, ze w przypadku uzycia oberzyny obserwowane symptomy byly stabsze i rozwijaly si¢ wolniej.
W miarg mozliwosci zaleca si¢ uzywanie sadzonek pomidora.

Rozdzieli¢ po 100 pl ekstraktu proby pomiedzy rosliny testowe.

Inokulacja za pomocg strzykawki

Inokulowac todygi roslin powyzej liscieni za pomoca strzykawki z igla do iniekcji podskérnej (nie mniejszej niz
23 G). Probe rozdzieli¢ migdzy rosliny testowe.

Inokulacja przez nacigcie

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

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

Rang zamkna¢ sterylng wazeling ze strzykawki.

Stosujac te samg technike, zainokulowa¢ 5 sadzonek zawiesing wodna 10° do 10° komérek przypadajacych na
ml, przygotowang z 48 godz. kultury wirulentnego biowar 2 szczepu R. solanacearum jako kontrole pozytywna
oraz buforem do zawieszania osadu (dodatek 4) jako kontrole negatywng. W celu uniknigcia kontaminacji oddzie-
li¢ kontrole pozytywna i negatywng od pozostalych roslin testowych.

Utrzymywa¢ roéliny testowe w warunkach kwarantanny przez okres do 4 tygodni, w temperaturze 25-30 °C w wil-
gotnosci wzglednej z whasciwym podlewaniem, aby zapobiec podtopieniu lub wigdnigciu z powodu braku wody.
Dla uniknigcia kontaminacji inkubowad rosliny zainokulowanej kontroli pozytywnej i negatywnej na wyraznie
oddzielonych stotach w szklarni lub komorze wzrostu lub, w przypadku ograniczonej przestrzeni, zapewnic restryk-
cyjne oddzielenie pomigdzy procesami. Jesli rosliny nalezace do réznych préb musza by¢ inkubowane w poblizu,
oddzieli¢ je odpowiednimi ekranami. Przy nawozeniu, podlewaniu, kontrolowaniu i innych procedurach, nalezy
bardzo uwaza¢, aby unika¢ kontaminagji. Bardzo wazne jest, aby w szklarni lub komorze hodowlanej nie bylo
zadnych owadéw, poniewaz moga one z proby na prébe przenosi¢ bakterie.

Obserwowaé objawy wigdnigcia, epinastii, chlorozy iflub zahamowania rozwoju.
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9.5.

9.6.

9.7.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4,

Wyizolowac¢ z porazonych rodlin (sekcja 11.3) i zidentyfikowaé oczyszczone kultury typowe dla R. solanacearum
(sekcja VI. B).

Jesli w okresie 3 tygodni nie zaobserwuje si¢ Zadnych objawdw, wykona¢ IF[PCR [izolacj¢ na probie zbiorczej zto-
zonej z 1 cm fragmentéw todyg kazdej badanej rosliny wzigtej z odcinka powyzej miejsca inokulagji. Jesli wynik
testu jest pozytywny, wykonac posiew metoda rozcieficzen plytkowych (sekcja 4.1).

Zidentyfikowaé wszelkie oczyszczone kultury typowe dla R. solanacearum (sekcja VI. B).

Interpretacja wynikéw testu biologicznego:

Prawidtowe wyniki testu biologicznego sa uzyskiwane, kiedy roliny stanowiace kontrole¢ pozytywna wykazuja
typowe objawy, bakterie z tych roslin moga by¢ reizolowane, a na roslinach bedacych kontrola negatywna nie

wystepuja objawy.

Test biologiczny daje wynik negatywny, jezeli rosliny nie zostaly porazone przez R. solanacearum, pod warunkiem
ze obecno$¢ kultury R. solanacearum wykryto w kontrolach pozytywnych.

Test biologiczny daje wynik pozytywny, gdy rosliny testowe sg porazone przez R. solanacearum.

TESTY IDENTYFIKACYJNE

Zidentyfikowa¢ czyste kultury typowe dla R. solanacearum przy uzyciu co najmniej dwoch z ponizszych testow
opartych na réznych zasadach biologicznych.

Dolaczy¢ znane szczepy referencyjne, tam gdzie to stosowne, dla kazdego wykonywanego badania (patrz:
dodatek 3).

Testy fizjologiczne i biochemiczne

Okredli¢ nastepujace whasciwosci fenotypu, ktére standardowo wystepuja lub nie w R. solanacearum, zgodnie z meto-
dami Lelliotta i Steada (1987), Klementa et al. (1990), Schaad (2001).

Test Oczekiwany wynik

Produkcja barwnika fluorescencyjnego -

Obecnos¢ poli-f -hydroksymaslanu +
Test oksydacyjno/fermentacyjny (O/F) O+/F-
Katalaza +
Aktywnos¢ oksydazy +
Redukgja azotanu +
Wykorzystywanie cytrynianu +

Wzrost przy 40 °C -
Wzrost w 1 % NaCl +
Wzrost w 2 % NaCl —
Aktywno$¢ hydrolazy argininy -
Uplynnianie zelatyny -
Hydroliza skrobi -
Hydroliza esuliny -

Produkgja lewanu -
Test IF

Przygotowaé zawiesing okoto 10® komérek przypadajacych na ml w buforze IF (dodatek 4).

Przygotowaé seri¢ dwukrotnych rozcieficzen odpowiedniej surowicy (patrz: strona internetowa
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Zastosowa¢ procedure IF (sekcja VI.A.5).

Wynik testu IF jest dodatni, jesli miano IF badanej kultury jest rownowazne mianu z kontroli pozytywnej.
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3.1.

3.2

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

6.2.

6.3.

7.1.

Test ELISA
Uwaga: Jezeli wykonywane sg tylko 2 testy identyfikacyjne, poza ta metoda, nie nalezy uzywac kolejnego badania serologicznego.
Przygotowad zawiesing okoto 10® komérek przypadajacych na ml 1X PBS (dodatek 4).

Zastosowaé odpowiednig procedure testu ELISA ze specyficznymi przeciwcialami monoklonalnymi przeciw R.
solanacearum.

Wynik testu ELISA jest dodatni, jesli odczyt ELISA uzyskany z badanej kultury wynosi przynajmniej potowe tego
uzyskanego dla kontroli pozytywnej.

Test PCR
Przygotowaé zawiesing okoto 10° komérek przypadajacych na ml w sterylnej wodzie o stopniu molekularnym.

Podgrza¢ 100 pl zawiesiny komoérek w zamknigtych probéwkach w bloku grzejnym lub wrzacej tazni wodnej
w temperaturze 100 °C przez 4 minuty. Probki moga by¢ nastepnie przechowywane do momentu, kiedy beda
potrzebne w temp. od — 16 do — 24 °C.

Uzy¢ whasciwych procedur PCR dla namnozenia specyficznych dla R. solanacearum amplikondéw (np. Seal et al.
(1993); Pastrik i Maiss (2000); Pastrik et al. (2002); Boudazin et al. (1999); Opina et al. (1997), Weller et al. (1999).

Pozytywna identyfikacja R. solanacearum nastepuje, jesli amplikony PCR sa tego samego rozmiaru i posiadaja te
same polimorfizmy restrykcyjne dtugosci fragmentu, co dla szczepu kontroli pozytywnej.

Test FISH
Przygotowaé zawiesing okoto 10° komérek przypadajgcych na ml w UPW.

Zastosowac procedure FISH (sekcja VI.A.7) przynajmniej z dwoma pozytywnymi specyficznymi dla R. solanacea-
rum sondami oligonukleotydowymi (dodatek 7).

Wynik testu FISH jest dodatni, jesli takie same reakcje uzyskuje si¢ z kultury badanej oraz kontroli pozytywnej.

Analiza kwaséw tluszczowych (FAP)
Hodowac kulture na trypticase soy agar (Oxoid) przez 48 godzin w temperaturze 28 °C.
Zastosowaé odpowiednig metode FAP (Janse, 1991; Stead, 1992).

Badanie FAP daje wynik pozytywny, gdy profil kultury badanej jest identyczny z profilem dla kontroli pozytywne;.
Obecnos¢ charakterystycznych kwaséw ttuszczowych takich jak 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H oraz 18:1 20H,
a brak 16:0 30H w duzym w stopniu wskazuje na wystgpowanie Ralstonia sp.

Metoda oznaczania szczepu

Wykonanie oznaczenia szczepu przy uzyciu z jednej z nastgpujacych metod zaleca si¢ dla kazdego nowego przy-
padku izolacji R. solanacearum.

Dolaczy¢ znane szczepy referencyjne, tam gdzie to stosowne, dla kazdego wykonywanego badania (patrz:
dodatek 3).

Okreslenie biowaru

R. solanacearum dzieli si¢ na biowary ze wzgledu na ich zdolno$¢ do wytwarzania iflub utleniania trzech cukrow
i trzech alkoholi heksozowych (Hayward, 1964 i Hayward et al., 1990). Podloze wzrostowe do badania browaréw
opisano w dodatku 2. Badanie mozna z powodzeniem wykona¢ szczepige podtoze czystymi kulturami R. solana-
cearum i inkubujac w temperaturze 28 °C. Jesli podloze rozdzieli si¢ do sterylnych 96 studzienek plytki (200 pl na
studzienke), w ciggu 72 godzin mozna zaobserwowa¢ zmiane barwy z oliwkowo zielonej na z6lta, co wskazuje na
pozytywny wynik badania.
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.3.

Biowar

1 2 3 4 5
Wykorzystanie:
Maltozy - + + - +
Laktozy - + + - +
D (+) celobiozy - + + - +
Mannitolu - - + + +
Sorbitolu - - + + -
Dulcytolu - - + + -
Dodatkowe badania réznicujace biowar 2 na podfenotypy

Biovar 2A Biovar 2A Biovar 2T

(Na calym $wiecie) (W Chile i Kolumbii) (W obszarach tropikalnych)

Wykorzystanie trehalozy - + +
Wykorzystanie mezoinozytolu + - +
Wykorzystanie D-rybozy - - +
Aktywno$¢ pektolityczna (1) niska niska wysoka

(1) Patrz: Lelliott and Stead (1987)

Genomowe fingerprinting

Réznicowanie molekularne szczepdéw kompleksu R. solanacearum mozna zrealizowaé na drodze kilku technik,
W tym:

Analizg restrykcyjnego polimorfizmu dtugosci fragmentu (RFLP) (Cook et al., 1989).

Powtarzanego sekwencjonowania PCR przy uzyciu REP, BOX i starter6w ERIC (Louws et al., 1995; Smith et al.
(1995).

Analizg mnozonego polimorfizmu dtugosci fragmentu (AFLP) (Van der Wolf et al., 1998).

Metody PCR

Specyficzne startery PCR (Pastrik et al., 2002; patrz: dodatek 6) mozna uzy¢ do rozrdznienia szczepéw nalezacych
do dzialu 1 (biowary 3, 4 i 5) i dzialu 2 (biowary 1, 2A i 2T) R. solanacearum, zgodnie z pierwotna definicja analizy
RELP (Cook et al., 1989) oraz 16S sekwencjonowania rDNA (Taghavi et al., 1996).

TESTY POTWIERDZAJACE

Test patogenicznosci musi by¢ wykonany jako koricowe potwierdzenie diagnozy wystgpowania R. solanacearum
oraz do okreslania wirulencji kultur zidentyfikowanych jako R. solanacearum.

1. Przygotowaé inokulum 10® komérek na 1 ml z badanej kultury hodowanej przez 24-48 godzin i szczep
kontroli pozytywnej R. solanacearum (np. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; patrz: dodatek 3).

2. Zainokulowaé 5-10 wrazliwych sadzonek pomidora lub oberzyny w stadium trzeciego wlasciwego liscia
(Patrz: sekcja VI.AL9).
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Inkubowac przez okres do 2 tygodni w temperaturze 25-28 °C w wysokiej wilgotnosci wzglednej z wiasci-
wym podlewaniem, aby zapobiec powstaniu stresu z powodu podtopienia lub zbytniego wysuszenia. Przy
czystych kulturach, typowe wigdnigcie powinno si¢ uzyskaé w ciagu 15 dni. Jesli po tym okresie nie ma obja-
wéw, nie mozna potwierdzié, ze kultura jest patogeniczng forma R. solanacearum.

Izolacji dokonywa¢ z roslin wykazujacych objawy porazenia w nastgpujacy sposéb.

Pobra¢ wycinek tkanki z fodygi, 2 cm powyzej punktu inokulacji. Rozdrobni¢ ja i zawiesi¢ w malej objetosci
sterylnej wody destylowanej lub 50 mM buforu fosforanowego (dodatek 4). Izolowaé z zawiesiny poprzez
naniesienie rozcienczenia na odpowiednig pozywke, najlepiej na pozywke selektywna (dodatek 2), inkubo-
waé przez 48-72 godzin w temperaturze 28 °C i sprawdzi¢, czy pojawily sie typowe kolonie R. solanacearum.
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Dodatek 1

Laboratoria zajmujgce si¢ optymalizacja i zatwierdzeniem protokoléw

Laboratorium (*) Miasto Pafistwo
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Wieden i Linz Austria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgia
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
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Niemcy
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Niemcy
State Laboratory Dublin Irlandia
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bolonia Wihochy
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Werona Wihochy
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Holandia
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Holandia
Direccdo-Geral de Proteccdo das Culturas Lizbona Portugalia
Centro Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Hiszpania
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Walencja Hiszpania
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Szwecja

(") Naukowcy bedacy osobami kontaktowymi: patrz: strona internetowa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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a)

Dodatek 2

Pozywki do izolacji i hodowli R. solanacearum

Ogoélne pozywki do hodowli

Pozywka agarowa (NA)
Nutrient Agar (Difco) 230¢g
Woda destylowana 1,01

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

Agar drozdzowo-peptonowo-glukozowy (YPGA)

Yeast extract (Difco) 50¢g
Bacto-Peptone (Difco) 50¢g
Monohydrat D(+) glukozy 10,0 g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Woda destylowana 1,01

Rozpusci¢ sktadniki i sterylizowad w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.

Agar sacharozowo-peptonowy (SPA)

Sacharoza 20,0 g
Bacto-Peptone (Difco) 50¢g
K,HPO, 05g
MgSO,.7H,0 025g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Woda destylowana 1,01
pH 7,2-7,4

Rozpusci¢ skladniki i sterylizowal w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.

Pozywka tetrazolowa Kelmana

Casamino acids (Difco) 10g
Bacto-Peptone (Difco) 10,0 g
Dekstroza 50g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Woda destylowana 1,01

Rozpusci¢ skladniki i sterylizowal w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut.

Ozigbi¢ do 500C i doda¢ sterylizowany przez filtr roztwér wodny 2,3,5 chlorku trifenylo-tetrazolowego (Sigma), tak
by otrzymac stezenie koficowe 50 mg/l.

Zatwierdzone pozywki selektywne do hodowli

Pozywka SMSA (Englebrecht, 1994 zmodyfikowane przez Elphinstone et al., 1996)

Pozywka podstawowa

Casamino acids (Difco) 10g
Bacto-Peptone (Difco) 10,0 g
Gliceryna 5,0 ml

Bacto-Agar (Difco) (patrz: Uwaga 2) 150¢
Woda destylowana 1,01
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Rozpusci¢ sktadniki i sterylizowaé w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 15 minut

Ozigbi¢ do 50 °C i doda¢ sterylizowany przez filtr roztwér wodny nastepujacych sktadnikow w celu uzyskania okre-
$lonych stezen koficowych:

Fiolet krystaliczny (Sigma) 5mgnal

Siarczan polimyksyny B (Sigma P-1004) 600 000 U (okoto 100 mg) na |
Bacytracyna (Sigma B-0125) 1250 U (okoto 25 mg) nal

Chloroamfenikol (Sigma C-3175) 5mgnal

Penicylina-G (Sigma P-3032) 825 U (okoto 0,5 mg) nal

2,3,5 chlorek trifenylo-tetrazolowy (Sigma) 50 mg nal

Uwaga:

1. Uzywanie odczynnikéw innych niz wskazane powyzej moze mie¢ wplyw na hodowle R. solanacearum.

2. Oxoid Agar #1 mozna uzy¢ zamiast Bacto-agar (Difco). W tym wypadku, wzrost R. solanacearum bedzie wolniejszy, cho¢ mozna
zmniejszy¢ tez wzrost konkurujgcych saprofitéw. Typowe dla R. solanacearum kolonie moga formowac si¢ 1-2 dni dtuzej, a czer-
wony kolor moze by¢ ja$niejszy i bardziej rozproszony niz na Bacto-Agar.

3. Zwigkszenie stgzenia bacytracyny do 2 500 U/l moze zredukowal populacje konkurujacych bakterii bez wplywu na wzrost R.

solanacearum.

Pozywki i roztwory antybiotykéw przechowywaé w temperaturze 4 °C w ciemnym miejscu i wykorzystal w ciagu
miesigca.

Przed uzyciem z plytek nalezy usunaé skropliny, jakie wytwarzaja si¢ na powierzchni.
Nalezy unika¢ nadmiernego wysuszenia plytek.

Kontrolg jakosci powinno si¢ wykonaé po przygotowaniu kazdej nowej partii pozywki poprzez nalozenie na plytki
zawiesiny kultury referencyjnej R. solanacearum (patrz: dodatek 3) i obserwowanie formowania si¢ typowych kolonii
po inkubacji w temperaturze 28 °C przez 2-5 dni.

Zatwierdzona pozywka do wzbogacenia
Pozywka SMSA (Elphinstone et al., 1996)

Przygotowaé tak jak pozywke agarowa selektywng SMSA, lecz pomingé Bacto-Agar i 2,3,5 chlorek
tréjfenylo-tetrazolowy.

Zmodyfikowana pozywka Wilbrink (Caruso et al., 2002)

Sacharoza 10¢g
Proteose peptone 5¢g
K,HPO, 05g
MgSO, 025
NaNO, 025
Woda destylowana 11

Sterylizowaé pozywke w autoklawie, w temp. 121 °C, przez 15 minut i ochtodzi¢ do 50 °C

Doda¢ roztwory antybiotykéw jak dla pozywki SMSA.
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Dodatek 3

A. Dostepne w handlu znormalizowane materialy kontrolne

a) Szczepy bakterii

Do uzycia jako standardowy materiat referencyjny zaleca si¢ nastepujacy szczep bakteryjny do przygotowania kon-
troli pozytywnych (tabela 1) lub w trakcie optymalizacji badar dla uniknigcia reakcji krzyzowych (tabela 2). Wszyst-
kie szczepy sa ogdlno dostgpne w handlu w nastgpujacych podmiotach:

1. National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), Central Science Laboratory, York, UK.

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

3. Collection Francaise de Bactéries Phytopathogeénes (CFBP), INRA Station Phytobactériologie, Angers, Francja.

Tabela 1 Panel referencyjny SMT szczepéw R. solanacearum

SMT

Kod NCPPB P Pozostate kody Kraj pochodzenia Biowar
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egipt 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Turcja 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Anglia 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Cypr 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Szwecja 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgia 2
NCPPB 4156 () 71 () | PD 2762, CFBP 3857 Holandia 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Francja 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80 Portugalia 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Hiszpania 2
NCPPB 4161 76 B3B Niemcy 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 USA 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Kostaryka 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Kolumbia 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brazylia 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Peru 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131a Australia 3
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filipiny 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 Chiny 5

() Stosowac jako standardowe szczepy referencyjne R. solanacearum biowar 2 (rasa 3).

Uwaga: Autentyczno$é powyzszych szczepéw moze by¢ zagwarantowana tylko wowczas,
tycznego zbioru hodowli.

gdy zostaly one pozyskane z auten-
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Tabela 2 Panel referencyjny SMT i zwiazanych serologicznie lub genetycznie bakterii do stosowania przy

optymalizacji badan wykrywania.

Kod NCPPB SI\;IT Pozostate kody Identyfikacja
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (')
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. marginalis ()
NCPPB 4164 — CFBP 2227 Burkholderia cepacia (%)
NCPPB 4165 — CFBP 2459 Ralstonia pickettii (2)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii (*)
CSL Pr1150
NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (1)
PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (')
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli ()
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae (1)
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (')
NCPPB 3726 59 CEBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium (1) () (%)
NCPPB 4168 61 CEBP 4619 Enterobacter sp. (')
IPO S339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp. (1)
NCPPB 4170 63 CFBP 4621 Ochrobactrum anthropi () (2)
IPO S306
NCPPB 4171 64 CEBP 4622 Curtobacterium sp. (*) ()
IPO 1693
NCPPB 4172 65 IPO 1696a Pseudomonas sp. (1)
NCPPB 4173 — PD 2318 Aureobacterium sp. (2)
NCPPB 4174 81 IVIA 1 844,06 Flavobacterium sp. (1) ()

(") Potencjalny szczep reagujacy krzyzowo w badaniach serologicznych (IF i/lub ELISA) z antysurowica poliklonalng.
(?) Szczep, z ktérego mozna rozmnozy¢ produkt PCR w pewnych laboratoriach o podobnym rozmiarze do tego, jakiego si¢ ocze-

kuje przy uzyciu specyficznych primeréw OLI-1 oraz Y-2 (patrz: dodatek 6).

(%) Prawdopodobna reakcja krzyzowa w wigkszosci badan, lecz znany z wystepowania tylko na bananach w Indonezji.

b) Dostgpne w handlu znormalizowane materialy kontrolne

Nastepujace standardowe materialy kontrolne sa dostgpne ze zbioréw hodowlanych NCPPB.

Zamrozi¢ wysuszony osad ekstraktu ziemniaka z 200 zdrowych bulw jako kontrol¢ negatywna dla wszystkich

testow.

Zamrozi¢ wysuszony osad ekstrakt ziemniaka z 200 zdrowych bulw zawierajacych od 10° do 10*i 10* do 10°
komorek R. solanacearum biowar 2 (szczep NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) jako pozytywne kontrole dla
testu serologicznego i testu PCR. Jako ze Zywotno$¢ komorek jest w trakcie zamrazania i suszenia obniZana, nie

nadaja si¢ one jako standardowe proby kontrolne do badan izolacji lub testow biologicznych.

Zawiesiny utrwalane w formalinie R. solanacearum biowar 2 (szczep NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) przy

10° komérek przypadajacych na ml jako pozytywne kontrole do testéw serologicznych.

B. Przygotowanie kontroli pozytywnych i negatywnych testéw przesiewowych PCR/IF i FISH

Wytworzy¢ kulture 48-godzinng wirulentnego szczepu R. solanacearum rasa3[biowar2 (np. szczep NCPPB 4156 =
PD 2762 = CFBP 3857) na uniwersalnej pozywce SMSA i zawiesi¢ w 10 mM buforze fosforanowym dla uzyskania
gestosci okoto 2 x 10® cfu przypadajacych na ml. Uzyskuje si¢ zwykle lekko metna zawiesing odpowiadajaca gestosci

optycznej 0,15 przy 600 nm.
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Pobra¢ czgsci przystolonowe z 200 bulw ziemniakéw odmiany o bialej skérce, o ktérych wiadomo, ze s3 wolne od
R. solanacearum.

Z pobranymi czg$ciami przystolonowymi postepowac jak zwykle i zawiesi¢ osad w 10 ml.
Przygotowa¢ 10 sterylnych mikrofiolek 1,5 ml z 900 pl zawieszonego osadu.

Przenie$¢ 100 pl zawiesiny R. solanacearum do pierwszej mikrofiolki. Zworteksowac.

Ustali¢ dziesi¢tne poziomy porazenia przez dalsze rozcieficzanie w nastepnych pieciu mikrofiolkach.

Sze§¢ porazonych mikrofiolek nalezy wykorzysta¢ jako kontrole pozytywna. Cztery nieporazone mikrofiolki nalezy
wykorzysta¢ jako kontrolg negatywna. Nalezy zaopatrzy¢ mikrofiolki w odpowiednie etykiety.

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

Obecnosé i liczebnos¢ R. solanacearum w prébach kontrolnych nalezy najpierw potwierdzi¢ przez test IF.

W przypadku testu PCR dla kazdej serii prob testowych dokonaé ekstrakcji DNA z préb kontroli pozytywnej
i negatywnej.

W przypadku testow IF i FISH dla kazdej serii prob testowych przeprowadzi¢ badania na prébach kontroli pozytyw-
nej i negatywne;.

W przypadku testéw IF, FISH i PCR R. solanacearum musi zosta¢ wykryty w przynajmniej 10° i 10* komérek/ml kon-
troli pozytywnej i nie wykryty w zadnej kontroli negatywne;.
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Dodatek 4

Sktad buforéw i sposéb ich przygotowania

UWAGI OGOLNE: Zamknigte sterylne bufory mozna przechowywaé do jednego roku

1.

1.1.

1.2

2.1.

Bufory do ekstrakgji

Bufor ekstrakcyjny (50 mM bufor fosforanowy, pH 7,0)

Ten bufor jest uzywany do ekstrakeji bakterii z tkanek rosliny poprzez homogenizacje lub wstrzasanie.

Na,HPO, (bezwodny) 426¢g
KH,PO, 272
Woda destylowana 1,001

Rozpusci¢ skladniki, sprawdzi¢ warto$¢ pH i wysterylizowal przy uzyciu autoklawu w temperaturze 121 °C przez
15 min.

Przydatne moga by¢ nastepujace dodatkowe skladniki:

Cel Tlos¢ (na 1)
Lubrol w platkach Czynnik deflokulacyjny () 05¢g
Czynnik antypienigcy (Silicone DC) Czynnik antypienigcy (*) 1,0 ml
Pirofosforan czterosodowy Antyutleniacz 10¢g
Poliwinylopirolidon-40000 (PVP-40) Wigzane inhibitoréw PCR 50¢g

() Do stosowania w przypadku metody ekstrakcji przez homogenizacji.

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

Bufor jest uzywany do zawieszania i rozcieniczania ekstraktéw z bulw ziemniaka po zageszczeniu przez wirowanie.

Na,HPO,.12H,0 27g
NaH,PO,.2H,0 04g
Woda destylowana 1,01

Rozpusci¢ sktadniki, sprawdzi¢ warto$¢ pH i wysterylizowa¢ przy uzyciu autoklawu w temperaturze 121 °C przez
15 min.

Bufory do testu IF

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

Bufor jest uzywany do rozpuszczania przeciwcial

Na,HPO,.12H,0 2,7g
NaH,PO,.2H,0 04g
NaCL 80g
Woda destylowana 1,01

Rozpusci¢ sktadniki, sprawdzi¢ warto$¢ pH i wysterylizowaé przy uzyciu autoklawu w temperaturze 121 °C przez
15 min.
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2.2.

2.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

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

Dodaé 0,1 % Tween 20 do buforu IF.

Bufor glicerynowo-fosforanowy, pH 7,6

Bufor ten jest dodawany na okienka szkietek IF, w celu zwigkszenia fluorescencji.

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

Roztwory utrwalajace o dziataniu przeciwodbarwiajacym sa dostepne np. w Vectashield® (Vector Laboratories)
lub Citifluor® (Leica).

Bufory do posredniego testu ELISA

Podwéjnie stezony bufor powlekajacy, pH 9,6

Na,CO, 6.36g
NaHCO, 11,72 ¢
Woda destylowana 1,001

Rozpusci¢ skladniki, sprawdzi¢ warto$¢ pH i wysterylizowaé przy uzyciu autoklawu w temperaturze 121 °C przez

15 min.

Mozna dodac siarczek sodu jako antyutleniacz dla wyeliminowania nagromadzenia si¢ utlenionych zwiazkéw sub-

stancji aromatycznych.

10 X bufor fosforanowy (PBS), pH 7,4

NaCl 80,0 g
KH,PO, 20g
Na,HPO,.12H,0 290g
KCl 20g
Woda destylowana 1,01
PBS-Tween

10X PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Woda destylowana 895 ml

Bufor blokujacy (przeciwciata) (nalezy go przygotowywaé na krétko przed wykorzystaniem)

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

10 % Tween 20 0,5 ml
Mleko w proszku 05¢g

Woda destylowana

uzupekni¢ do 100 ml
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3.5.

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

Roztwor substratu alkalicznej fosfatazy buforze fosforanowym, pH 9,8

Dietanoloamina 97 ml

Woda destylowana 800 ml

Miesza¢ i ustawi¢ pH na 9,8 za pomocg stezonego roztworu HCl
Uzupehi¢ wodg destylowang do 1 1.
Doda¢ 0,2 g MgCl,.

Rozpusci¢ po dwie tabletki substratu fosfatazy po 5 mg (Sigma) w 15 ml roztworu.

Bufory do testu DASI ELISA

Bufor powlekajacy, pH 9,6

Na,CO, 1,59 ¢
NaHCO, 293¢
Woda destylowana 1000 ml

Rozpusci¢ sktadniki i sprawdzi¢ pH.

10 X bufor fosforanowy (PBS), pH 7,2-7,4

NaCl 80,0 g
NaH,PO,.2 H,0 40¢g
Na,HPO,.12H,0 27,09
Woda destylowana 1000 ml
PBS-Tween

10X PBS 50 ml

10 % Tween 20 5 ml
Woda destylowana 950 ml

Bufor substratowy, pH 9,8

Dietanoloamina 100 ml

Woda destylowana 900 ml

Miesza¢ i ustawi¢ pH na 9,8 za pomocg stezonego roztworu HCL
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Dodatek 5

Okreslenie poziomu porazenia w testach IF i FISH

1. Policzy¢ $rednig liczbe typowych komoérek fluorescencyjnych przypadajacych na pole widzenia (c).

2. Obliczy¢ liczbe typowych komorek fluorescencyjnych przypadajacych na okienko szkielka mikroskopu (C).
C=cxS§[s

gdzie S = pole powierzchni okienka szkielka wielopunktowego;

oraz s = pole powierzchni obiektywu;

s = mi’[4G’K? gdzie i = wspolczynnik pola (zalezy od rodzaju okularu i zmienia si¢ od 8 do 24);
K = wspdlczynnik tubusa (1 lub 1,25);
G = powigkszenie obiektywu (100x, 40x itd.).

3. Obliczy¢ liczbg typowych komorek fluorescencyjnych przypadajacych na ml zawieszonego osadu (N).

N=Cx1000fy xF

gdzie y = objetos¢ ponownie zawieszonego osadu w kazdym okienku;

oraz  F = wspdlczynnik rozcieficzenia zawieszonego osadu.
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Dodatek 6

Zatwierdzone protokoty PCR i odczynniki

Uwaga: Wstepne badanie powinno pozwoli¢ na odtwarzalne wykrywanie od 10* do 10* komérek R. solanacearum przypadajacych na ml

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

ekstraktu.

Wstepne badanie powinno wykaza¢ réwniez brak falszywie pozytywnych wynikéw przy panelu wybranych szczepoéw bakteryj-
nych (patrz: dodatek 3).

Protoko6l PCR Seal et al. (1993)

Primery oligonukleotydowe

Primer przedni OLI-1 5'-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3'
Primer tylny Y-2 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3'

Oczekiwany rozmiar amplikonu z R. solanacearum matrycy DNA = 288 bp

Mieszanina reakcji PCR

Odczynnik llos¢ przypadajaca na reakcje Stezenie koficowe

Sterylna woda ultra czysta (UPW) 17,65 pl
10X PCR bufor (1) (15 mM MgCl,) 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
Mieszania dNTP (20mM) 0,25 pul 0,2 mM
Starter OLI-1 (20puM) 1,25 pl 1 uM
Starter Y-2 (20puM) 1,25ul 1 pM
Polimeraza Taq (5U/pl) (') 0,1ul 05U
Objetos¢ proby 2,0 ul

Objetos¢ catkowita 25 ul

(') Metoda zostala zatwierdzona przy uzyciu polimerazy Taq od Perkin Elmer (AmpliTaq) i Gibco BRL.

Warunki reakcji PCR

Przeprowadzi¢ nastgpujacy program:

1 cykl: i) 2 minuty w temperaturze 96 °C: (denaturacja matrycy DNA)
35 cykli: ii) 20 sekund w temperaturze 94 °C(denaturacja matrycy DNA)
iii) 20 sekund w temperaturze 68 °C (dolgczanie primeréw)

iv) 30 sekund w temperaturze 72 °C (wydtuzanie kopii)
1 cykl: V) 10 minut w temperaturze 72 °C (koncowe wydtuzanie)

vi) trzymaé w temperaturze 4 °C.

Uwaga:  Program ten zostal zoptymalizowany do stosowania z termocyklerem Perkin Elmer 9600. Przy uzywaniu z innymi mode-
lami konieczna moze okazaé si¢ zmiana czasu trwania etapéw cyKkli ii), iii) oraz iv).

Analiza amplikonu przy uzyciu enzymow restrykcyjnych

Produkty PCR namnozone z DNA R. solanacearum wytwarzaja odmienny polimorfizm dtugosci fragmentow restryk-
cyjnych z enzymem Ava Il po inkubacji w temperaturze 37 °C.
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2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

3.1.

Protokét PCR wg Pastrik i Maiss (2000)

Primery oligonukleotydowe

Primer przedni Ps-1 5'-agt cga acg gca gcg ggg g-3’

Primer tylny Ps-2 5'-ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca-3’

Oczekiwany rozmiar amplikonu z R. solanacearum matrycy DNA = 553 bp.

Mieszanina reakcji PCR

Odezynnik llo§¢ przypadajca na reakcje Stezenie koficowe
Sterylna woda ultra czysta (UPW) 16,025 pl
10X PCR bufor (%) 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakcja V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
Mieszania d-nTP (20mM) 0,125l 0,1 mM
Starter Ps-1 (10pM) 0,5l 0,2 uM
Starter Ps-2 (10pM) 0,5l 0,2 pM
Polimeraza Taq (5U/ul) () 0,1 ul 0,5U
Objetos¢ proby 5,0 ul

Objetos¢ calkowita: 25,0 pl

() Metoda zostata zatwierdzona przy uzyciu polimerazy Taq od Perkin Elmer (AmpliTaq) i Gibco BRL.
Uwaga: Pierwotnie zoptymalizowano dla termocyklera MJ Research PTC 200 z Gibco Taq Polymerase.
Perkin Elmer AmpliTaq i bufor mozna réwniez wykorzysta¢ w tych samych stezeniach.

Warunki reakcji PCR

Przeprowadzi¢ nastgpujacy program:

1 cykl: i) 5 minuty w temperaturze 95 °C: (denaturacja matrycy DNA)
35 cykli: ii) 30 sekund w temperaturze 95 °C (denaturacja matrycy DNA)
iii) 30 sekund w temperaturze 68 °C (dofaczanie primerdw)

iv) 45 sekund w temperaturze 72 °C (wydtuzanie kopii)

1 cykl: V) 5 minut w temperaturze 72 °C (koncowe wydhuzanie)
vi) trzymac w temperaturze 4 °C.
Uwaga:  Program ten zostal zoptymalizowany do stosowania z termocyklerem MJ Research PTC 200. Przy uzywaniu z innymi mode-

lami konieczna moze okaza¢ si¢ zmiana czasu trwania etapéw cykli ii), iii) oraz iv).

Analiza amplikonu przy uzyciu enzyméw restrykcyjnych

Produkty PCR namnozone z DNA R. solanacearum wytwarzaja odmienny polimorfizm dlugosci fragmentéw restryk-
cyjnych uzyskanych za pomocg enzymu Taq I po inkubacji w temperaturze 65 °C przez 30 minut. Fragmenty restryk-
cyjne uzyskane z R. solanacearum majg wielko$¢ 457 bp oraz 96 bp.

Protokot testu multipleks PCR z kontrolg wewnetrzng PCR (Pastrik et al., 2002)

Primery oligonukleotydowe

5'-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3'
5'-CCC AGT CAC GGC AGA GACT-3’
5'-AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAA G-3'
5'-GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC-3’

Starter forward RS-1-F
Starter reverse RS-1-R
Starter forward NS-5-F

Starter reverse NS-6-R

Oczekiwany rozmiar amplikonu z R. solanacearum matrycy DNA = 718 bp (zestaw RS primer).

Oczekiwany rozmiar amplikonu z 18S rRNA z wewnetrzng kontrolg PCR = 310 bp (zestaw NS primer).
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3.2. Mieszanina reakcji PCR

3.3.

3.4.

4.1.

Odczynnik lloé¢ przypadajgca na reakcje Stezenie koficowe

Sterylna woda ultra czysta (UPW) 12,625 pl
10X PCR bufor (1) (15 mM MgCl,) 2,54l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakcja V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
Mieszania d-nTP (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Starter RS-1-F(10puM) 2,0 ul 0,8 M
Starter RS-1-R(10pM) 2,0 ul 0,8 pM
Starter NS-5-F (10pM) (2) 0,15 pl 0,06 pM
Starter NS-6-R (10uM) (%) 0,15 pl 0,06 pM
Polimeraza Taq (5U]pl) (') 0,2 ul 1,0U
Objetos¢ proby 5,0 pl

Objetos¢ calkowita 25,0l

(") Metoda zostala zatwierdzona przy uzyciu polimerazy Taq od Perkin Elmer (AmpliTaq) i Gibco BRL.

(%) Stezenie primeréw NS-5-F oraz NS-6-R zoptymalizowano do ekstrakcji czgsci przystolonowych przy pomocy metody homoge-
nizacji i oczyszczania DNA wedtug Pastrik (2000) (Patrz: sekcja VL.A.6,1.a). Ponowna optymalizacja stezen odczynnika bedzie
wymagana, jesli zostanie uzyta metoda ekstrakcji przez wstrzgsanie lub inna metoda izolacji DNA.

Warunki reakcji PCR

Przeprowadzi¢ nastgpujacy program:

1 cykl: i) 5 minuty w temperaturze 95 °C: (denaturacja matrycy DNA)
35 cykli: ii) 30 sekund w temperaturze 95 °C (denaturacja matrycy DNA)
iii) 30 sekund w temperaturze 58 °C (dolgczanie primerdw)
iv) 45 sekund w temperaturze 72 °C (wydtuzanie kopii)
1 cykl: V) 5 minut w temperaturze 72 °C (koncowe wydluzanie)
vi) trzymaé w temperaturze 4 °C.
Uwaga:  Program ten zostal zoptymalizowany do stosowania z termocyklerem M]J Research PTC 200. Przy uzywaniu z innymi mode-

lami, konieczna moze okaza¢ si¢ zmiana czasu trwania etapow cykli i), iii) oraz iv).

Analiza amplikonu przy uzyciu enzymow restrykcyjnych

Produkty PCR namnozone z DNA R. solanacearum wytwarzaja odmienny polimorfizm dlugosci fragmentéw restryk-
cyjnych z enzymem Bsm I lub Isoschizomere (np. Mva 1269 1) po inkubacji w temperaturze 65 °C przez 30 minut.

Protokét testu PCR specyficzny dla biowaru R. solanacearum (Pastrik et al., 2001)

Primery oligonukleotydowe

5'-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3'
5'-CCC AGT CAC GGC AGA GACT-3'
5'-TTC ACG GCA AGA TCG CTC-3'

Starter forward Rs-1-F
Starter reverse Rs-1-R

Starter reverse Rs-3-R

Oczekiwany rozmiar amplikonu z R. solanacearum matrycy DNA:
z Rs-1-F/Rs-1-R = 718 bp

z Rs-1-F[Rs-3-R = 716 bp.
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4.2. Mieszanina reakcji PCR

a)

Biowar 1/2 specyficzny dla PCR

Odezynnik llo§¢ przypadajca na reakeje Stezenie koficowe
Sterylna woda ultra czysta (UPW) 12,925 ul
10X PCR bufor (1) 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakcja V) (10 %) 0,25 pul 0,1%
Mieszania d-NTP (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Starter Rs-1-F (10puM) 2ul 0,8 uM
Starter Rs-1-R (10pM) 2ul 0,8 pM
Polimeraza Taq (5U/ul) () 0,2l 1U
Objeto$¢ proby 5,0 ul

Objetos¢ catkowita: 25,0 pl

(") Metoda zostata zatwierdzona przy uzyciu polimerazy Taq z Perkin Elmer (AmpliTaq) i Gibco BRL.

PCR specyficzny dla biowaru 3/4/5

Odezynnik llo§¢ przypadajca na reakcje Stezenie koficowe
Sterylna woda ultra czysta (UPW) 14,925 pl
10X PCR bufor (%) 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakcja V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
Mieszania dNTP (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Starter Rs-1-F (10puM) 1yl 0,4 pM
Starter Rs-3-R (10pM) 1yl 0,4 pM
Polimeraza Taq (5U/ul) () 0,2 ul 1U
Objetos¢ proby 5,0 ul

Objetos¢ catkowita 25,0 pl

() Metoda zostata zatwierdzona przy uzyciu polimerazy Taq z Perkin Elmer (AmpliTaq) i Gibco BRL.

4.3. Warunki reakcji PCR

4.4.

Przeprowadzi¢ nastgpujacy program dla reakeji specyficznej dla biowaru 1/2 i biowaru 3/4/5:

1 cykl: i) 5 minut w temperaturze 95 °C: (denaturacja matrycy DNA)
35 cykli: ii) 30 sekund w temperaturze 95 °C(denaturacja matrycy DNA)
iii) 30 sekund w temperaturze 58 °C (dofaczanie primerdw)

iv) 45 sekund w temperaturze 72 °C (wydtuzanie kopii)

1 cykl: V) 5 minut w temperaturze 72 °C (kofcowe wydluzanie)
vi) trzymaé w temperaturze 4 °C.
Uwaga:  Program ten zostal zoptymalizowany do stosowania z termocyklerem MJ Research PTC 200. Przy uzywaniu z innymi mode-

lami, konieczna moze okaza¢ si¢ zmiana czasu trwania etapéw cyKkli ii), iii) oraz iv).

Analiza amplikonu przy uzyciu enzyméw restrykcyjnych

Produkty PCR namnozone z DNA R. solanacearum przy uzyciu primeréw Rs-1-F oraz Rs-1-R wytwarzajg odmienny
polimorfizm dlugosci fragmentu z enzymem Bsm I lub Isoschizomere (np. Mva 1269 1) po inkubacji w temperatu-
rze 65 °C przez 30 minut. Produkty PCR namnozone z DNA R. solanacearum przy pomocy primeréw Rs-1-F oraz
Rs-3-R nie posiadaja miejsc restrykgji.
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5. Przygotowanie buforu obcigzajacego

5.1. Blekit bromofenolowy (roztwér 10 %)

Blgkit bromofenolowy 5¢
Woda destylowana (bidest) 50 ml

5.2. Bufor obciazajacy

Gliceryna (86 %) 3,5 ml
Blekit bromofenolowy (5,1) 300 pl
Woda destylowana (bidest) 6,2 ml

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

Bufor Tris 48,40 g
Kwas octowy lodowaty 11,42 ml
EDTA (s6] dwusodowa) 3,72¢
Woda destylowana 1,001

Przed uzyciem rozcienczy¢ 1X.

Wszystkie dostgpne w handlu (np. Invitrogen lub réwnowazne).
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Dodatek 7

Zatwierdzone odczynniki do testu FISH

1. Sondy oligonukleotydowe
Sonda specyficzna dla R. solanacearum OLI-1-CY3: 5'-ggc agg tag caa gct acc ccc-3’

Sonda niespecyficzna eubakteryjna EUB-338-FITC: 5'-gct gcc tec cgt agg agt-3’

2. Roztwor utrwalajacy

[UWAGA! UTRWALACZ ZAWIERA TOKSYCZNY PARAFORMALDEHYD. NALEZY NOSIC REKAWICE I NIE WDY-
CHAC. ZALECA SIE PRACE W DYGESTORIUM]

i)  Ogrza¢ 9 ml wody o stopniu molekularnym (np. Ultra czysta woda (UPW)) do okoto 60 °C i doda¢ 0,4 g para-
formaldehydu. Paraformaldehyd rozpuszcza si¢ po dodaniu 5 kropli 1IN NaOH i wymieszaniu na mieszadle
magnetycznym.

ii) Ustawi¢ pH na 7,0 dodajac 1 ml 0,1M buforu fosforanowego (PB; pH 7,0) i 5 kropli IN HCl. Sprawdzi¢ pH
papierkiem lakmusowym i dostosowa¢ jesli zachodzi taka potrzeba przy pomocy HCl lub NaOH. [UWAGA! NIE
UZYWAC PH-METRU W ROZTWORACH Z PARAFORMALEDHYDEM]

ili)  Przefiltrowaé roztwor przez filtr membranowy 0,22 pm i przechowywaé do czasu uzycia w temperaturze 4 °C,
zabezpieczywszy przed kurzem.

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

EDTA (sterylizowany na filtrze i autoklawowany) 15 mM

W miarg potrzeby rozcieficzy¢ do 1X.

4. Roztwor do hybrydyzacji

1X Hybmix

Siarczan dodecylu sodu (SDS) 0,01 %
Formamid 30 %
Sonda EUB 338 5 ngful
Sonda OLI-1 lub OLI-2 5 ngful

Przygotowa¢ iloéci roztworu do hybrydyzacji wedlug obliczen w tabeli 1. Dla kazdego szkielka (zawierajacego 2 rézne
préby w powtdrzeniu) wymagane jest 90 pl rozeworu do hybrydyzacji. UWAGA: FORMAMID JEST BARDZO TOK-
SYCZNY, DLATEGO NALEZY NOSIC REKAWICE I ZASTOSOWAC WLASCIWE SRODKI BEZPIECZENSTWAL

Tabela 1 Sugerowane ilosci przygotowania mieszaniny do hybrydyzacji

Liczba szkietek 1 4 6 8 10
Sterylna woda ultra czysta (UPW) 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
3x Hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1 % SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamid 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
Sonda EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Sonda OLI-1 lub OLI-2 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Calkowita objetos¢ (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Uwaga: Przechowywaé wszystkie roztwory zawierajace wrazliwe na $wiatlo sondy oligonukleotydowe w ciemnosci, w temperaturze
-20°C.
Chroni¢ przed bezposrednim padaniem promieni stonecznych lub $wiatla elektrycznego.
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5. 0,IM bufor fosforanowy, pH 7,0

Na,HPO, 852¢
KH,PO, 5448
Woda destylowana 1,001

Rozpusci¢ skladniki, sprawdzi¢ warto$¢ pH i wysterylizowaé przy uzyciu autoklawu w temperaturze 121 °C przez
15 min.
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Dodatek 8

Hodowla ro$lin oberzyny i pomidora

Wysia¢ nasiona pomidora (Lycopersicon esculentum) lub oberzyny (Solanum melongena) do pasteryzowanego kompostu stoso-
wanego do nasion. Siewki z pelni rozwinigtymi liScieniami (od 10 do 14 dni) przesadzi¢ do pasteryzowanego kompostu

doniczkowego.

Przed inokulacja, roliny oberzyny lub pomidoréw powinno hodowal si¢ w szklarni w nastgpujacych warunkach

srodowiskowych:

Dhugos¢ dnia:

Temperatura:

Wrazliwa odmiana pomidora:

Wrazliwa odmiana oberzyny:

Dostawcy:

14 godzin lub naturalna dtugo$¢ dnia, w przypadku dnia dluzszego

dzien: 21 do 24 °C,
noc: 14 do 18 °C.

»Moneymaker«
»Black Beauty«

patrz: strona internetowa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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ZALACZNIK I

We wszystkich przypadkach podejrzenia wystapienia organizmu, gdy uzyskano pozytywny wynik badania przesie-
wowego dla wyszczegdlnionego materialu roslinnego i dla innych przypadkow, stosujac whasciwa metode okreslong
w zalaczniku II, gdy oczekuje si¢ na potwierdzenie lub wykluczenie wyniku po zakofczeniu stosowanych badan,
nalezy we wlasciwy sposéb zachowacé i zabezpieczy(:

— wszystkie préby bulw oraz, gdy tylko jest to mozliwe, wszystkie préby roélin,

— wszelkie pozostale ekstrakty oraz przygotowany do badan przesiewowych material, np. szkietka do immunoflu-
orescencji, oraz

wszelkie stosowne dokumenty
— az do zakonczenia opisywanych badan.
Zatrzymanie bulw umozliwi wykonanie réznorodnych badan, w razie wystapienia takiej potrzeby.
W przypadku potwierdzenia wystgpienia organizmu nalezy zachowac i we wlasciwy sposob zabezpieczy¢:
— material wyszczegdlniony w pkt. 1,
oraz

—  prébe zainfekowanego materiatu z pomidora lub oberzyny zainokulowanej ekstraktem z bulwy lub rosliny, tam
gdzie stosowne, a takze

kulture wyizolowanego organizmu.

— przez co najmniej jeden miesigc po procedurze powiadomienia, zgodnie z art. 5 ust. 2.
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ZALACZNIK IV
Elementy skfadajace si¢ na postgpowanie, do ktérych odnosi si¢ art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt i) obejmuja odpowiednio:

i)  miejsca produkgji:

— gdzie sg lub byly uprawiane rosliny ziemniaka, ktére s klonalnie spokrewnione z ro$linami ziemniaka porazo-

nymi przez organizm,

—  gdzie s3 lub byly uprawiane rosliny pomidora, ktére pochodzg z tego samego Zrédla, co roliny pomidora pora-

Zone przez organizm,

—  gdzie sg lub byly uprawiane rosliny ziemniaka lub pomidora, ktére zostaly objete urzgdowsa kontrolg w zwiazku

z podejrzeniem wystapienia organizmu,

— gdzie sa lub byly uprawiane rosliny ziemniaka, ktére sa klonalnie spokrewnione z roslinami ziemniaka rosna-

cymi w miejscach produkcji porazonych organizmem,

— gdzie sg uprawiane ro$liny ziemniaka lub pomidora, zlokalizowane w poblizu porazonych miejsc produkcji,
facznie z takimi miejscami produkgji, w ktdrych wspdlnie byt lub jest, bezposrednio lub posrednio, uzytkowany

sprzet lub urzadzenia,

— w ktdrych stosuje si¢ do nawadniania lub opryskiwania wody powierzchniowe ze Zrddla, o ktérym wiadomo

lub podejrzewa sig, ze zostato skazone organizmem,

—  w ktorych wykorzystuje si¢ te same wody powierzchniowe do nawadniania lub opryskiwania, co w porazonych

lub podejrzanych o porazenie organizmem miejscach produkdji,

—  ktore sa lub byly zalewane wodami powierzchniowymi, o ktérych wiadomo, lub podejrzewa sig, ze zostaly ska-

Zone organizmem;

oraz

ii) wody powierzchniowe, stosowane do nawadniania lub opryskiwania, lub takie wody, ktére zalewaja pole(-a) lub

miejsce(-a) produkgji, o ktérych wiadomo, ze zostaly porazone organizmem.
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ZALACZNIK V

Elementy brane pod uwage w celu okreslenia zasiggu prawdopodobnego porazenia, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt
iii) oraz 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt iii), obejmuja:

—  wyszczegdlniony material roslinny rosnacy w miejscu produkeji, uznanym za porazone na mocy art. 5 ust. 1 lit.
a) ppkt i),

— miejsce(-a) produkcji zwigzane w jakikolwiek sposéb z produkcja wyszczegdlnionego materiatu roslinnego,
uznanego za porazony, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii), facznie z tymi miejscami, w ktérych wspdlnie byt
lub jest, bezposrednio lub posrednio, uzytkowany sprzet lub urzadzenia,

— wyszczeg6lniony material rolinny, wytworzony w miejscu(-ach) produkeji, do ktérych odnosi si¢ poprzednie
tiret, lub obecny w takim miejscu(ach) produkeji, w okresie, gdy wyszczeg6lniony material roslinny, uznany za
porazony na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii), byt obecny w miejscu produkeji, do ktérego odnosi sie tiret
pierwsze,

— miejsca, w ktdrych znajdowal si¢ wyszczegdlniony material roslinny, pochodzacy z miejsc produkcji omawia-
nych w powyzszych tiret,

—  wszelkie maszyny, urzadzenia, sprzet, pojazdy, pojemniki, magazyny, lub ich czesci, a takze wszelkie inne przed-
mioty, facznie z materiatami uzywanymi do pakowania, ktére mogly mie¢ kontakt z wyszczeg6lnionym mate-
rialem ro$linnym uznanym za porazony, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii),

— caly wyszczegdlniony materiat roslinny, przechowywany, lub bedacy w kontakcie, z wszelkimi obiektami lub
przedmiotami, wyszczeg6lnionymi w poprzednim tiret, przed ich oczyszczeniem i zdezynfekowaniem,

— w wyniku postgpowania i badan, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt i), w przypadku ziemniaka, bulwy lub rosliny
pochodzgce z tego samego rozmnozenia klonalnego (powigzane siostrzanie lub matecznie), a w przypadku
pomidora, ro$liny pochodzace z tego samego zrédla, co wyszczegélniony materiat roslinny, uznany za pora-
zony na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii), i w przypadku ktérego istnieje prawdopodobiefistwo porazenia ze
wzgledu na pokrewienistwo klonalne, pomimo uzyskania negatywnych wynikow badan. Celem identyfikacji
porazonych i klonalnie spokrewnionych bulw lub roslin, mozna zastosowac testowanie odmian,

— miejsce(-a) produkcji wyszczegdlnionego materiatu roslinnego, przedstawione w poprzednim tiret,

— miejsce(-a) produkeji wyszczegdlnionego materiatu roslinnego, w ktérym stosuje si¢ do nawadniania lub opry-
skiwania wode, ktora zostata uznana za skazong, na mocy art. 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt ii),

— wyszczegblniony material roslinny, produkowany na polach zalewanych wodami powierzchniowymi, uzna-
nymi za skazone.

Elementy brane pod uwage w celu ustalenia zasiggu mozliwego rozprzestrzeniania si¢ organizmu, na mocy
art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt iv) oraz art. 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt iii) obejmuja:

i)  w przypadkach objetych art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt iv):

—  bliskos¢ innych miejsc produkcji wyszczegdlnionego materiatu rolinnego,

— wspdlng produkgje i uzywanie tego samego materialu wyjsciowego sadzeniaka ziemniaka,

— miejsca produkgji, w ktérych wykorzystuje si¢ wody powierzchniowe do nawadniania lub opryskiwania
wyszczegolnionego materiatu rolinnego, w przypadkach, gdy istnieje ryzyko, ze wody te splynely, lub zale-
waly miejsca(-ch) produkcji, uznane za porazone na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) punkt ii).
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ii) w przypadkach gdy wody powierzchniowe zostaly uznane za skazone, na mocy art. 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt ii):

miejsce(-a) produkcji wyszczegdlnionego materiatu roslinnego, sasiadujace lub narazone na ryzyko zalania
przez wody powierzchniowe uznane za skazone,

dowolne, oddzielnie umiejscowione zbiorniki nawadniajace, faczace si¢ z woda uznang za skazong,

jakikolwiek odosobniony zbiornik irygacyjny polaczony z wodami powierzchniowymi uznanymi za ska-
zone, z uwzglednieniem:

— kierunku i natezenia przeplywu wody uznanej za skazong,

— obecnosci dzikich zywicielskich rolin z rodziny psiankowatych.

3. Informacje zawarte w powiadomieniu, wskazanym w art. 5 ust. 2, obejmuja:

— natychmiast po potwierdzeniu obecnosci organizmu na podstawie badania laboratoryjnego, przy wykorzysta-
niu metod okre§lonych w zataczniku II, przynajmniej:

dla ziemniakow:
a) nazwg odmiany dla kazdej partii;

b) typ (sadzeniaki, ziemniaki inne niz sadzeniaki, itp.) oraz, tam, gdzie wlasciwe, kategori¢ dla sadzenia-
kéw ziemniaka,

dla rodlin pomidoréw — nazwe odmiany dla kazdej partii oraz, tam gdzie wlasciwe, kategorie,

—  bez uszczerbku dla wymogéw odnosnie powiadamiania o podejrzewanym wystgpieniu w art. 4 ust. 3, pafistwo
czlonkowskie, w ktérym potwierdzono wystepowanie, w sytuacji, w ktorej istnieje ryzyko porazenia objetego
wykazem materiatu roslinnego z innego lub w innym panstwie czlonkowskim, natychmiast przekaze zaintere-
sowanemu panstwu cztonkowskiemu informacje konieczne dla zapewnienia zgodnosci z art. 5 ust. 3, takie jak:

a)

b)

nazwa odmiany partii ziemniaka lub pomidora;

nazwa i adres wysylajacego i odbiorcy;

data dostawy partii ziemniakow lub pomidorow;
wielko$¢ dostarczonej partii ziemniakéw lub pomidoréw;

kopia paszportu rodlin lub przynajmniej jego numer, tam gdzie ma to zastosowanie, lub, tam gdzie ma to
zastosowanie, numer rejestracyjny producenta lub handlowca i kopia dokumentu dostawczego.

Komisja zostanie natychmiast powiadomiona o dostarczeniu takich informagji.

4. Szczegdlowe informacje zawarte w dodatkowym powiadomieniu, przedstawionym w art. 5 ust. 2 akapit drugi,

obejmuja:

po zakoriczeniu postepowania, dla kazdego przypadku:

a)  date potwierdzenia porazenia;

b)  krotki opis postgpowania prowadzonego w celu okreslenia Zroda i zasiggu mozliwego rozprzestrzenienia sig
porazenia, facznie z informacja o poziomie prébobrania;

¢) informacje na temat rozpoznanych lub podejrzewanych zrédel(-a) porazenia;

d)  szczegblowe informacje na temat okre$lonego zasiggu porazenia, wraz z liczbg miejsc produkeji, a w przy-
padku ziemniakéw liczbg partii ze wskazaniem odmiany oraz, w przypadku sadzeniakéw, kategorii;
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e)

szczegolowe informacje na temat wyznaczonej strefy, wraz z liczba miejsc produkgji, nieoznaczonych jako pora-
zone, lecz znajdujacych si¢ w tej strefie;

szczegdtowe informacje na temat wyznaczonych wdd, wraz z nazwa i lokalizacja zbiornika wodnego i wyzna-
czonym zasig¢giem/zakazem nawadniania;

w przypadku wszelkich przesylek lub partii roslin pomidora uznanych za porazone — $wiadectwa zalecane
w art. 13 ust. 1 ppkt ii) dyrektywy 2000/29/WE oraz numer paszportu, zgodnie z wykazem przedstawionym
w zalaczniku V, czg$¢ A sekcja 1.2.2 do dyrektywy 2000/29/WE;

inne informacje dotyczace potwierdzonego przypadku wystapienia, jakich moze zazada¢ Komisja.
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ZALACZNIK VI
Przepisy, o ktérych mowa w art. 6 ust. 1, obejmujg:

— zastosowanie jako pasza dla zwierzat po uprzedniej obrobcee cieplnej, ktéra zabezpieczy przed ryzykiem prze-
Zycia organizmu,

lub

— zlozenie na urzgdowo zatwierdzonym specjalnym sktadowisku odpadéw, gdzie nie istnieje mozliwe do zidenty-
fikowania ryzyko przedostania si¢ organizmu do $rodowiska np. poprzez przesgczanie na uzytki rolne lub kon-
takt ze Zrédtami wody, ktéra moglaby by¢ wykorzystywana do nawadniania uzytkéw rolnych,

lub
— spalenie,
lub

—  przetworstwo przemystowe, poprzez bezposrednie i natychmiastowe przestanie do zakladu przetworczego posia-
dajacego urzgdowo zaakceptowane urzadzenia do utylizacji odpadéw, dla ktdrych ustalono, ze nie wystepuje
mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrzeniania si¢ organizmu wraz z systemem oczyszczania i dezyn-
fekcji przynajmniej pojazdow wyjezdzajacych,

lub

— podjecie innych $rodkéw, pod warunkiem, ze nie niosg one ze sobg mozliwego do zidentyfikowania ryzyka
rozprzestrzeniania si¢ organizmu; o tych $rodkach wraz z ich uzasadnieniem nalezy powiadamia¢ Komisje
i pozostale panistwa cztonkowskie.

Jakiekolwiek pozostate odpady powstale w wyniku wyzej opisanych procedur nalezy usuwaé za pomocg urzgdowo
zatwierdzonych metod zgodnie z zalacznikiem VII do niniejszej dyrektywy.

Wiasciwe wykorzystanie lub skladowanie wyszczegélnionego materiatu rolinnego, o ktérym mowa w art. 6 ust. 2,
pod kontrola wlasciwych organéw urzgdowych danego(-ych) panstwa(-w) cztonkowskiego(-ich), przy zapewnieniu
wlasciwej komunikacji pomigdzy tymi organami w celu utrzymania stalego poziomu kontroli oraz przy akceptacji
wiasciwych organéw panstwa czlonkowskiego, w ktérym ziemniaki sa pakowane lub przetwarzane, w zwigzku
z wymienionymi w pierwszym i drugim tiret urzgdzeniami do usuwania odpadéw, obejmuje:

i)  w stosunku do bulw ziemniaka:

— wykorzystanie ich jako ziemniaki inne niz sadzeniaki przeznaczone do konsumpgji, pakowane jako gotowe
do bezposredniej dostawy i zastosowania bez przepakowywania w miejscach, w ktorych sa urzadzenia
przeznaczone do usuwania odpadéw. Ziemniaki przeznaczone do sadzenia mozna przetwarzac lub prze-
chowywaé w tym samym miejscu tylko woweczas, jesli odbywa si¢ to w oddzieleniu lub po oczyszczeniu
i dezynfekdji,

lub

— wykorzystanie ich jako ziemniaki inne niz sadzeniaki, przeznaczone do przetworstwa przemystowego oraz
przeznaczone do bezposredniej i natychmiastowej dostawy do zakladu przetwérczego, wyposazonego
w odpowiednie urzadzenia do usuwania odpadéw oraz system oczyszczania i dezynfekcji przynajmniej
pojazdow wyjezdzajacych,

lub

— inne sposoby wykorzystania lub usunigcia, pod warunkiem ze ustalono, iz nie istnieje mozliwe do zidenty-
fikowania ryzyko rozprzestrzeniania si¢ organizmu i po uzyskaniu akceptacji wlasciwych organéw
urzedowych;

ii) w odniesieniu do innych czgsci roélin, facznie z fodyga oraz resztkami lisci:

— zniszczenie,

lub

— inny sposob wykorzystania lub usunigcia, pod warunkiem Ze nie niesie on ze sobg mozliwego do zidenty-
fikowania ryzyka rozprzestrzeniania si¢ organizmu; oraz po uzyskaniu akceptacji wyzej wymienionych wia-
$ciwych organéw urzedowych.
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4.1.

Wiasciwymi metodami odkazania przedmiotow lub obiektow, okreslonych w art. 6 ust. 3, jest oczyszczanie oraz —
w przypadkach uzasadnionych — dezynfekgja, tak aby nie powstalo mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprze-
strzeniania si¢ organizmu. Metody te nalezy stosowal pod nadzorem wilasciwych organéw urzedowych panstw
cztonkowskich.

Szereg Srodkéw, ktére pafistwa cztonkowskie wprowadza w wyznaczonej strefie(-ach), na mocy art. 5 ust. 1 lit. a)
ppkt iv) oraz art. 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt iii), okreslonych w art. 6 ust. 4, obejmuje:

W miejscach produkeji uznanych za porazone, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii):

a) na polu lub w miejscu uprawy pod ostonami, ktére na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii) zostalo oznaczone jako

porazone,

albo:

i)  w ciagu co najmniej czterech lat uprawy, nastepujacych po stwierdzeniu porazenia,

albo

podjete zostang Srodki, prowadzace do wyeliminowania samosiewow ziemniaka oraz pomidora,
a takze innych roélin zywicielskich dla organizmu, facznie z chwastami z rodziny psiankowatych,

oraz
zakazuje si¢ sadzenia:

—  bulw, roélin i nasion ziemniaka,
— roélin i nasion pomidora,

— uwzgledniajac biologie organizmu,
— innych roélin zywicielskich,

— roélin z rodzaju Brassica, w stosunku do ktérych istnieje zidentyfikowane ryzyko przetrwania tego
organizmu.

— innych rolin, dla ktérych istnieje mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrzeniania si¢
organizmu,

w pierwszym sezonie uprawy ziemniaka lub pomidora, nastgpujacym po okresie opisanym w poprzed-
nim tiret, jezeli sprawdzono w czasie urzgdowych kontroli, ze na polu nie ma ani samosiewow ziem-
niaka lub pomidora, ani innych rodlin zywicielskich organizmu, lacznie z chwastami z rodziny
psiankowatych, przez dwa kolejne lata uprawy przed sadzeniem,

— w przypadku ziemniaka zezwala si¢ na produkcj¢ jedynie ziemniakéw innych niz sadzeniaki,

— w przypadku ziemniaka i pomidora, zebrane bulwy ziemniaka lub rosliny pomidora, w odpo-
wiednich przypadkach sg badane zgodnie z procedurg opisana w zalaczniku II;

w sezonie uprawy ziemniaka lub pomidora, nastgpujacym bezposrednio po sezonie, o ktérym mowa
w poprzednim tiret, oraz po zastosowaniu wlasciwego zmianowania, ktore obejmuje co najmniej dwa
lata, jesli majg by¢ uprawiane sadzeniaki ziemniaka, przeprowadza si¢ urzgdowa kontrole zgodnie
7 art. 2 ust. 1;

ii)  podczas pigciu lat uprawy nastgpujacych po stwierdzeniu porazenia:

powinny by¢ podejmowane dziatania, zmierzajace do eliminacji samosiewéw ziemniaka oraz pomi-
dora i innych naturalnie wystepujacych roslin zywicielskich organizmu, acznie z chwastami z rodziny
psiankowatych,

oraz

pole w ciagu pierwszych trzech lat nalezy: albo pozostawi¢ odlogiem, albo uprawiaé na nim zboza
w zaleznosci od ocenionego stopnia ryzyka, albo przeznaczy¢ na state pastwisko stosujac czeste niskie
koszenie lub intensywny wypas, albo przeznaczy¢ na produkcj¢ nasienna traw, po czym przez kolejne
dwa lata uprawia¢ tam ro$liny niebedace zywicielami organizmu i niestwarzajace mozliwego do
zidentyfikowania ryzyka przetrwania lub rozprzestrzeniania si¢ tego organizmu,
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— W pierwszym sezonie uprawy ziemniaka lub pomidora, nastepujacym po okresie opisanym w poprzed-
nim tiret, jezeli sprawdzono w czasie urzgdowych kontroli, ze na polu nie ma ani samosiewéw ziem-
niaka lub pomidora, ani innych rodlin zywicielskich organizmu, lacznie z chwastami z rodziny
psiankowatych, przez dwa kolejne lata uprawy przed sadzeniem:

—  w przypadku ziemniakéw dopuszcza si¢ uprawg sadzeniakéw ziemniaka lub innych ziemniak6w,

—  zbierane bulwy ziemniaka lub rosliny pomidora s badane zgodnie z procedurg opisang w zalacz-
niku I[;

b) na wszystkich pozostalych polach porazonego miejsca produkcji, pod warunkiem ze wiasciwe organy urze-
dowe majg pewnos$¢, ze wyeliminowane zostalo ryzyko wystgpowania samosiewéw ziemniakéw lub pomido-
row i innych naturalnie wystepujacych roslin zywicielskich organizmu lacznie z chwastami z rodziny
psiankowatych:

w roku uprawy nastgpujacym bezposrednio po roku, w ktérym stwierdzono porazenie:
— nie uprawia si¢ bulw, roélin ani nasion ziemniaka lub innych roslin zywicielskich organizmu,

lub

— w odniesieniu do bulw ziemniaka, sadzi si¢ wylacznie urzgdowo kwalifikowane sadzeniaki ziemniaka,
przeznaczone na ziemniaki inne niz sadzeniaki,

— w przypadku rolin pomidora mogg by¢ uprawiane tylko roliny pomidora uzyskane z nasion, ktdre
spelniaja wymogi dyrektywy 2000/29/WE, z przeznaczeniem na produkcje owocow,

w drugim roku uprawy nastgpujacym po roku, w ktérym stwierdzono porazenie:

— w odniesieniu do ziemniakoéw, mozna sadzi¢ wylacznie urzedowo kwalifikowane sadzeniaki ziem-
niaka lub ziemniaki urzedowo przebadane pod katem wystgpowania organizmu, ktére byly upra-
wiane pod kontrola urzgdowa w miejscach produkeji inne niz te, o ktoérych mowa w pkt 4.1,
z przeznaczeniem na sadzeniaki lub ziemniaki inne niz sadzeniaki,

—  w przypadku pomidoréw mozna sadzi¢ wylacznie rosliny uzyskane z nasion, ktére spetniaja wymogi
dyrektywy 2000/29/WE lub w przypadku roslin rozmnazanych wegetatywnie, z roslin uzyskanych
z takich nasion i rosnacych pod urzgdowa kontrolg w miejscach produkeji innych niz te, o ktérych
mowa w pkt 4.1, z przeznaczeniem na produkcje roslin lub owocéw,

przynajmniej przez trzeci rok uprawy nastepujacy po roku w ktérym stwierdzono porazenie:

— w przypadku ziemniakéw, mozna sadzi¢ wylacznie urzedowo kwalifikowane sadzeniaki ziemniaka
lub ziemniaki, ktére byly uprawiane pod urzedowa kontrolg z urzedowo kwalifikowanych sadzenia-
kéw ziemniaka, z przeznaczeniem na sadzeniaki lub ziemniaki inne niz sadzeniaki,

— w przypadku pomidoréw, mozna sadzi¢ wylgcznie rosliny uzyskane z nasion spetniajacych wymogi
dyrektywy 2000/29/WE lub rosliny uzyskane pod urzgdowa kontrola z takich roslin, z przeznacze-
niem na produkgje roélin lub owocow,

w kazdym roku uprawy, o ktérym mowa w poprzednich tiret, podejmuje si¢ Srodki w celu wyeliminowa-
nia samosiewnych ro$lin ziemniaka i innych naturalnie wystgpujacych roélin zywicielskich organizmu jesli
zostanie stwierdzona ich obecno$¢, oraz przeprowadza si¢ urzedowa kontrole uprawy w odpowiednim
czasie, a w przypadku kazdego pola ziemniakéw zebrane bulwy sg badane zgodnie z procedura opisang
w zalaczniku I

¢) niezwlocznie po stwierdzeniu porazenia, na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii), a takze po pierwszym kolejnym
roku uprawy:

wszelkie maszyny, urzadzenia, sprzet i miejsca przechowywania znajdujace sie w miejscu produkcji oraz
wykorzystywane do produkgji ziemniaka lub pomidora, s3 oczyszczone i w razie potrzeby, sa poddawane
dezynfekgji, przy uzyciu wlasciwych metod, wyszczegélnionych w ust. 3,

urzgdowe kontrole programéw nawadniania i opryskiwania, facznie z zakazem tych czynnosci, zostang
wprowadzone jako zabezpieczenie przed rozprzestrzenianiem si¢ organizmu;
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d)

w miejscach uprawy pod ostonami uznanych za porazone na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt ii), w przypadkach,
w ktorych mozliwa jest catkowita wymiana podloza uprawowego:

nie sadzi si¢ bulw, rolin ani nasion ziemniaka, ani tez nie uprawia si¢ innych roslin zywicielskich organi-
zmu, facznie z ro§linami i nasionami pomidora, dopdki dane miejsce nie zostanie poddane urzedowo uzna-
nym $rodkom, prowadzacym do wyeliminowania organizmu i usunigcia pozostatosci roslin zywicielskich,
facznie co najmniej z catkowita wymiang podloza uprawowego i oczyszczeniem, a w razie potrzeby, dezyn-
fekcja tego miejsca oraz wszelkiego sprzetu, w wyniku czego wiasciwe organy urzedowe wyrazajg zgode
na produkcje roslin ziemniaka lub pomidora,

oraz

w przypadku produkgji ziemniaka odbywa si¢ ona z wykorzystaniem urzedowo kwalifikowanego sadze-
niaka ziemniaka, albo minibulw lub mikroroslin, pochodzacych z przebadanych Zrédel,

w przypadku produkeji pomidoréw odbywa si¢ ona z wykorzystaniem roélin uzyskanych z nasion, ktore
spelniaja wymogi dyrektywy 2000/29/WE, lub w wypadku rodlin rozmnazanych wegetatywnie z roslin
pomidora uzyskanych z takich nasion i rosnacych pod urz¢gdowa kontrola,

wprowadza si¢ urzedowe kontrole programéw nawadniania i opryskiwania, oraz — w razie potrzeby — ich
zakaz, w celu zapobiezenia rozprzestrzenianiu si¢ danego organizmu.

4.2. W obrebie wyznaczonej strefy, bez uszczerbku dla srodkéw podjetych zgodnie z pkt 4.1, pafistwa czlonkowskie:

a)

niezwlocznie po stwierdzeniu porazenia zapewniaja oczyszczenie i dezynfekcje wszystkich maszyn, urzadzen,
sprzetu i miejsc przechowywania zwigzanych z produkeja ziemniakéw lub pomidoréw na takim terenie w odpo-
wiedni sposéb i przy uzyciu wlasciwych metod zgodnie z pkt 3;

niezwlocznie i przez co najmniej trzy lata uprawy po stwierdzeniu porazenia:

ba)

bb)

w przypadkach wyznaczenia strefy na mocy art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt iv):

— zapewniajg nadzor, sprawowany przez wlasciwe organy urzgdowe, miejsc produkcji, magazynowa-
nia, przetadunku lub innych miejsc zwigzanych z bulwami ziemniaka lub pomidorami, tacznie z miej-
scami w ktérych wspdlnie uzytkowane s maszyny, urzadzenia, sprzet do produkeji ziemniaka lub
pomidora,

— wymagaja sadzenia jedynie urzgdowo kwalifikowanych sadzeniakéw ziemniaka lub ziemniakow, upra-
wianych pod urzedowa kontrolg w stosunku do wszystkich ziemniakéw uprawianych w tej strefie,
a takze badania po zbiorze sadzeniakow uprawianych w miejscach produkgji okreslonych zgodnie
z art. 5 ust. 1 lit. a) ppkt iii) jako prawdopodobnie porazone,

— wymagaja separowania czynnosci w jakikolwiek sposob zwigzanych ze zbiorem, przechowywaniem,
przemieszczaniem, pakowaniem zebranych sadzeniakéw ziemniaka, od takich czynnosci wykonywa-
nych przy ziemniakach innych niz sadzeniaki, na terenie wszystkich miejsc w obrebie strefy lub zapew-
nienia systemu oczyszczania i, gdzie to stosowne, dezynfekcji, pomiedzy sadzeniakami i ziemniakami
innymi niz sadzeniaki,

— wymagaja, aby uprawiane byly jedynie rosliny pomidora uzyskane z nasion, ktére spelniaja wymogi
dyrektywy 2000/29/WE, lub w przypadku roslin rozmnazanych wegetatywnie z roslin uzyskanych
z takich nasion i rosnacych pod urzedowa kontrola, we wszystkich uprawach pomidoréw w strefie,

—  przeprowadzajg urzedowe kontrole, jak szczegétowo okreslono w art. 2 ust. 1;

w przypadkach uznania wod powierzchniowych za skazone na mocy art. 5 ust. 1 lit. ¢) ppkt ii) lub za
droge mozliwego rozprzestrzeniania si¢ organizmu, zgodnie z zalgcznikiem V pkt 2:

— prowadza coroczng kontrole we wlasciwym czasie, facznie z pobraniem prob wéd powierzchnio-
wych oraz w odpowiednich przypadkach rolin zZywicielskich z rodziny psiankowatych, rosnacych
w sasiedztwie tych wod, oraz wykonujg badania zgodnie z wlasciwymi metodami wymienionymi
w zalgczniku IT dla wyszczegdlnionego materiatu rolinnego i w innych przypadkach,
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—  przeprowadzajg urzgdowe kontrole programéw nawadniania i opryskiwania, facznie z zakazem sto-
sowania wody uznanej za skazona do nawadniania lub opryskiwania wyszczegélnionego materiatu
ro$linnego, oraz w miar¢ potrzeb, innych roslin zywicielskich, dla zapobiezenia rozprzestrzeniania si¢
organizmu. Zakaz mozna zweryfikowaé na podstawie wynikéw wspominanych wyzej corocznych
kontroli, a uznanie skazenia moze zosta¢ zniesione, jesli wlasciwe organy urzedowe uznaja, ze wody
powierzchniowe nie sg skazone. Uzycie wody podlegajacej zakazowi moze by¢ dozwolone, pod urze-
dowym nadzorem, dla nawadniania i opryskiwania roslin zywicielskich, przy wykorzystaniu urze-
dowo zatwierdzonych technik eliminowania organizmu i zapobiegania jego rozprzestrzenianiu,

—  w przypadkach stwierdzenia skazenia odpadéw plynnych nalezy wprowadzi¢ kontrole urzedowe usu-
wania odpadéw stalych lub pltynnych powstalych podczas przetwérstwa przemystowego lub z miejsc
pakowania, zwigzanych z wyszczegblnionym materialem ro§linnym,

¢) w miarg potrzeb ustanawiajg program wymiany sadzeniakéw ziemniaka w okreslonym czasie.
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ZALACZNIK VII

Urzgdowo zatwierdzone metody usuwania odpadéw, okreslone w ust. 1 zalacznika VI, s zgodne z nastgpujacymi prze-
pisami, wykluczajacymi mozliwe do zidentyfikowania ryzyko rozprzestrzeniania si¢ danego organizmu:

i)

stale odpady z przetworstwa przemystowego ziemniaka oraz pomidora (facznie z odrzuconymi ziemniakami i pomi-
dorami oraz z obierzynami ziemniakow) oraz wszelkie inne state odpady zwiazane z ziemniakami lub pomidorami
(w tym gleba, kamienie i inne resztki), powinny by¢ utylizowane nastgpujaco:

skfadowane na urzgdowo zatwierdzonym specjalnym sktadowisku odpadéw, gdzie nie istnieje mozliwe do
zidentyfikowania ryzyko przedostania si¢ organizmu do $rodowiska, np. poprzez przesaczanie na uzytki rolne
lub kontakt ze zrédtami wody, ktéra moglaby by¢ uzywana do ich nawadniania. Odpady nalezy przewiez¢ bez-
posrednio na sktadowisko w warunkach wykluczajacych ryzyko ich rozniesienia sie,

lub
spalone,

lub

usunigte za pomocg innych $rodkéw, pod warunkiem, ze nie niosa one ze sobg mozliwego do zidentyfikowania
ryzyka rozprzestrzeniania si¢ organizmu; Komisja i inne parnistwa cztonkowskie muszg by¢ powiadomione

o takich $rodkach;

w odniesieniu do odpadéw plynnych: przed ich utylizacja, odpady plynne zawierajace zawieszone czastki stale nalezy
poddac filtrowaniu lub procesowi osiadania w celu usuniecia tych czastek. Czastki te nalezy usuwaé jak okreslono
w ppkt i).

Nastepnie odpady plynne nalezy:

podgrzewal w calej objetosci do temperatury co najmniej 60 °C przez przynajmniej 30 minut przed ich
usunigciem,

lub

za zgoda odpowiednich wiadz i pod urzedowa kontrolg usungé w taki sposob, by nie zaistnialo mozliwe do
zidentyfikowania ryzyko, ze odpady te wejda w kontakt z glebg uzytkéw rolnych lub ze Zrédtami wody, ktéra
moglaby by¢ uzyta do ich nawadniania. Komisja i pozostale paristwa czlonkowskie sa powiadamiane szcze-
gbtowo o przeprowadzonych dzialaniach.

Opcje opisane w niniejszym zalaczniku stosuje si¢ rowniez w odniesieniu do odpadéw powstalych podczas przetwarza-
nia, przewozenia lub usuwania porazonych partii.”



