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 Omogocajo znanstvenikom
razumevanje
, 0d genov do celotnih
ekosistemov.

* Brez natancnih podatkov je tezko
oblikovati
in priti do

* KljuCna nacela za ravnanje s podatki so
reproducibilnost, transparentnost in
skladnost s standardi, kot so nacela

Slika: Hofer, G. (2022). Most Brightest Stars of the Sky. Zenodo.
https://doi.orq/10.5281/zenodo.7425569. CC BY 4.0.



https://doi.org/10.5281/zenodo.7425569

SPOZNAJT

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Nacionalni institut za biologijo

* najvecji neodvisni javni raziskovalni
institut za naravoslovne vede v
Sloveniji

* osnovna dejavnost: temeljne, razvojne
in aplikativne raziskave na podrocjih
naravoslovja in biotehnologije, biofizike,
biomedicine in sistemske biologije

* aktiven prenos v prakso na podrocju
kmetijstva in prehrane ter zdravja
rastlin
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Zdravje rastlin

* do leta 2050 potreben 70 %
porast pridelave rastlinske hrane?

* omejene povrsine
* velike izgube zaradi bolezni rastlin

e zdravo seme in zdrave rastline so
oshova kmetijstva in stabilne
prehranske verige

1), Bruinsma, in Expert Meet. How to Feed World 2050, 2009, p. 35; Slika TEM Xylella fastidiosa: Magda Tusek Znidari¢, NIB.
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Bolezni rastlin in njihova diagnostika

* NIB izvaja uradno diagnostiko od leta 1997

e o8
% ¢

* danes dolocamo vec kot 80 razlicnih
povzrociteljev bolezni

| fﬁé%@-@iw
?

* smo uradni laboratorij, nacionalni
referencni laboratorij

* in Clani dveh konzorcijskih evropskih
referencnih laboratorijev

European Union
Reference Laboratory for
pests of plants on viruses,
viroids and phytoplasmas

Co-funded by the
European Union

European Union
Reference Laboratory
for Pests of Plants on

Bacteria

Co-funded by the
European Union

Dreo, T. (2023). Informativni plakat za predstavitev izbranih aktivnosti Laboratorija za diagnostiko bakterij na Dnevu odprtih vrat Nacionalnega instituta za biologijo v letu 2023 (Version 1). Zenodo.
https://doi.org/10.5281/zenodo.10908604.
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Vloga podatkov v dlagnostlkl

* Diagnosticni podatki
(npr. laboratorijske
meritve, rezultati testov)
so klju€ni za natancno
diagnosticiranje bolezni.

 Omogocajo upravljalcem
s tveganji, da sprejemajo
informirane odlocitve,
kar omogoca
preprecevanje vnosa in
Sirjenja bolezni.

Slike: Posledice bakterijskega oZiga oljk (Xylella fastidiosa) v juZni Italiji v nekaj letih (EPPO); globoki zakop okuzenega krompirja (mag. A. Potocnik).



PODPORA PRI UVAJANJU NACEL ODPRTE ZNANOSTI V SLOVENUI

Zbiranje podatkov
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Vrste podatkov

Podatki o sledljivosti Rezultati

* Podatki o sledljivosti se nanasajo ¢ Rezultati so podatki, pridobljeni
na sledenje vzorcu od vzorcenja s testi. So izidi specificnih
do analize, pri cemer se diagnosticnih procesov in se
zagotovi, da so njegova obicajno uporabljajo za
zgodovina in ravnanje ustrezno sprejemanje koncnih zakljuckov
dokumentirani o vzorcu (npr. odkritje patogena,

e Zagotavljajo celovitost vzorca in brez okuzbe).

pravilno ravnanje z njim med
postopkom ter preprecujejo
zamenjavo ali kontaminacijo.
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Vrsta podatkov: podatki o sledljivosti

e podatki o vzorcenju
in odvzemu vzorca:
cas, geografska
lokacija (npr. GERK),
lastnik, vzorcevalec.

e podatki o vzorcu:
rastlina, bolezenska
znamenja, delez
bolnih rastlin,

predhodna tretiranja.

* narocene analize

* zaupna oznaka (ID): Vsakemu

vzorcu je ob prihodu v
laboratorij dodeljena enoliCna,
zaupna oznaka za
zagotavljanje zasebnosti in
nepristranskosti.

strukturirani (precisSceni)
podatki: KljuCni podatki iz
prejsnjih zapisov se vkljucijo v
naso bazo podatkov.

dodelitev testov: Vzorcu se
dodelijo specificni testi, ki jih
je treba opraviti, glede na
naravo vzorca in zahteve
vzorcevalca.
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Vrsta podatkov: podatki o sledljivosti

* podatki o vzorcenju
in odvzemu vzorca:
cas, geografska
lokacija (npr. GERK),
lastnik, vzorcevalec.

e podatki o vzorcu:
rastlina, bolezenska
znamenja, delez
bolnih rastlin,
predhodna
tretiranja.

* narocene analize
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Podatki o sledljivosti izvedenih testov

* Metoda

* Metoda ID

* Test

e Skodljivi organizem

Test indirektne imunofluorescence

* Veriga odgovornosti
* |zvajalec
* Datum zacetka
* Datum konca
* Kontrole
* Odstopanja

Dreo, T. (2023). Informativni plakat za predstavitev izbranih aktivnosti Laboratorija za diagnostiko bakterij na Dnevu odprtih vrat Nacionalnega instituta za biologijo v letu 2023 (Version 1). Zenodo.
https://doi.org/10.5281/zenodo.10908604.
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Rezultati

e Rezultati so podatki,
pridobljeni s testi.

* So izidi specificnih
diagnosticnih procesov.
 Metapodatki (ID vzorca)

Test indirektne imunofluorescence

Dreo, T. (2023). Informativni plakat za predstavitev izbranih aktivnosti Laboratorija za diagnostiko bakterij na Dnevu odprtih vrat Nacionalnega instituta za biologijo v letu 2023 (Version 1). Zenodo.
https://doi.org/10.5281/zenodo.10908604.



Rezultati testov
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* oblika podatkov, ki jih dobimo, je odvisna od metode in instrumentov

* opisni (kvalitativni) ali kvantitativni (numericni)

priprava vzorca immunofluorescenca PCR v realnem casu

o —— A —

Amplification Plot

nnnnn

E/’ C

*.txt, *.rdml

izolacija na go

Bustin et al., 2009. The MIQE Guidelines: Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments. Clinical Chemistry 55, 611—622. https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112797
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Analiza in interpretacija
* intepretacija kontrol — veljavnost testa in rezultatov vzorca

priprava vzorca immunofluorescenca PCR v realnem casu

*.txt, *.rdml

Excel (LinReg) Excel (R statistical)

ocena sumljivosti vzorca poz / neg / sum poz / neg / sum dodatni testi dodatni testi

(na osnovi bolezenskih koncentracija relativna kolicina
znamenj) bakterij bakterij poz / neg / sum poz / neg / sum




Analiza in interpretacija

Na lethem nivoju

* analize > 1500 vzorcev

* cca. 2000 analiz na posamezni skodljivi organizem

e uporaba vec kot 250 razlicnih testov samo na

podrocCju bakteriologije

(Lo sames,

Replaces the Ann

ex valid as of 16. maj 2019

Akreditacija je vefavna do preklica. Veljawnost je mogote preveriti na spletn sirani SA. www.sio-akreditacia si

\

LP-028

SA webate,

PRILOGA K AKREDITACIJSKI LISTINI
Annex to Accreditation Certificate
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Hranjenje in upravljanje
podatkov
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Hranjenje in upravljanje podatkov

* arhiviranje: 10 let
e podatki o vzorcu in lastniku: GDPR (zaupnost in nepristranskost)

* oblika: ro€ni zapisi, fotografije, *.txt, *.rdml,... sekvencni podatki
(varnostne kopije na serverijih)

 zagotavljanje berljivosti in enake berljivosti (interoperabilnost) postaja
vse zahtevnejse

 zaradi obcutljivosti podatkov repozitorijev ne uporabljamo
* [astne baze in sistemi arhiviranja

* izjema so sekvencni podatki (GenBank) in izolati bakterij (mednarodne
zbirke bakterij)

* nacela FAIR
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Sistem za upravljanje laboratorijskih informacij

* FITOLims razvili sami v sodelovanju z Bia d.o.o. in HeartCode

* avtomatsko Stevilcenje vzorcev (zaporedna Stevilka vzorca / leto) z moznostjo hitrega
iskanja za vec let nazaj,

* vnos rezultatov (i) rocno pri posameznih vzorcih ali (ii) tabelaricno k izbranim vzorcem,
* razlicne nivoje dostopov (zaupnost in nepristranskost),
* oblikovanje porocil (izvidov) v slovenskem in angleSkem,

e varnost podatkov in varnostne kopije,

digitalno podpisovanje izvidov,
* digitalno posiljanje izvidov narocniku (UVHVVR) in preverjanje statusa prevzema in

* integracije podatkov v narocnikovo bazo in preverjanje statusa prevzema.
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Deljenje podatkov in porocanje
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VZOrci

REPUBLIKA SLOVENIA o
MINISTRSTVO ZA KMETIJSTVO,
GOZDARSTVO IN PREHRANO
UPRAVA RS ZAVARNO HRANO,
VETERINARSTVO IN VARSTVO RASTLIN

Fitosanitarna inSpekcija

Kmet!!skl inStitut Slovenlje. ) rezultat|

Kmetijsko gozdarska zbornica Slovenije o

Kmetje, pridelovalci  analizni izvid (ISO/EN 17025)
' e podatki o vzorcu

'_@— " porocanje v skladu z * podatki o izvedenih testih (rezultati
X — regulativnimi zahtevami In podatki o sledljivosti)
)u( — | = povezljivost grobih podatkov * koncnirezultat
o — preko vzorcey, let in njihova * (mnenjain razlage)

boljsa izkoris¢enost
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Medlaboratorijske primerjave



SPJZNAJ

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

primerjava (ILC)

& <

Preskusanje strokovne Test preizkusanja
usposobljenost (PT) metode (TPS)

L Medlaboratorijska }

Namen: v Spremljanje usposobljenosti v Ocenjevanje ucinkovitosti doloéenih
laboratorijev. testov.
Fokus: v’ Zagotavljanje, da laboratoriji v Ugotavljanje, ali so testi primerni za

izpolnjujejo zahtevane standarde. namen.
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’ Network for phytos

TPS on detection and identification of tomato
mottle mosaic virus (ToMMV) using molecular tests

.
9

* TOMMV - EPPO opozorilni seznam do 2024 MR g, _SRNSSNgRET

* Pest Risk Assessment

Tobamovirus maculatessellati (TOMMVO)

2024-10-15

© Present @ Transient (c) EPPO https://gd.eppo.int

Druzina: Virgaviridae
Rod: Tobamovirus
Paradiznik Mehika: 2013

Photo: EPPO

Photo: Maudarbaccus et al. New Dis Rep.2021;44:e12041.
https://doi.org/10.1002/ndr2.12041
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Izbor testov Mapa projekta:

o
Mame

1zbor % 00_protocols

udelezencev " 01_samples

* 02 first info

Priprava in . o
posiljanje vzorcev 03_regsstratian
1 04 szending
Zbiranje rezultatov * 05_LabResponsesResults
in obdelava * D6_Report

PorocCanje o

rezultatih Rezervne kopije podatkov!
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Viri: -priprava poenotenih protokolov in posiljanje
1. Splet udelezencem

2. Projektni partnerji -in-hous preliminarni testi

3. Podjetja -poslovna skrivnost (podjetja)!

2.2. One-step RT-PCR
2.2.1. Master Mix:
e with Qiagen OneStep RT-PCR

Reagent Working Volume per Final
!concentration reaction (uL.) concentration

Molecular grade water 16

Mastermix (from the Kkit) 5x 5 1 x

ToMMV F 10 uM 0.5 0.4 uM

ToMMYV R 10 uM 0.5 0.4 uM

dNTP (from the Kkit) 1 400 uM each ANTP

RT-enzyme (from the kit) 1

Subtotal 24.00

RNA 1.00

Total 25.00




Podatki:

Ime organizacije/laboratorija
Naslov (vrstica 1)
Naslov (vrstica 2)
Postna Stevilka

Mesto
Drzava/Provinca/Regija
Drzava

Telefon

E-postni naslov

10 Izbira testov

O ooNOUEWNRE

-enako za alternativni kontakt

Euphresco_2022-A-394_TPS-on-ToMMV Registration Form

In the frame of the Euphresco project 2022-A-394, the Test Performance Study (TPS) for the detection and identification of Tomato
Mottle Mosaic Virus (ToMMV) using molecular tests is planned for May-July 2024.

This is a web version of the registration form for participation to the TPS
Please, register by 1 March, 2024.

GDPR!
agreement

Method
RT-PCRs |RT-gPCRs RPA LAMP
A L19 L1z L3
B L10 L25 L35 L24
Obdelava zbranih podatkov = 15
D L18 L28 L3
S E s
F L38
G L33 L2
Lab ID H L34 L2z
| L20
1 L16 L23 LS
K L36
L L4 L37 L31 L13
M L1 L11 L26
M L30
8] L14 L27 L7
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pansl code: Lz L6 L]
-20°C-> 1 week at room T . . .
Y -20°C -» 1 week at room T -="-20 'C -EUDC-;‘3I:|-B"|E-;“'-EIJC
storage condition: >0
Priprava Vzorcevu date of testing: March 2024 April 2024 July 2024
‘ RT-gPCR™ RT-PCR RT-gPCR® RT-PCR RPA RT-gPCR™ RT-PCR
H Tiberini et al. Tiberini et al. . Tiberini et al. .
/ h O m Oge n Ost I Dilution I n - | Syl et al. I nieta me at .ﬁ..gdia RFA I nieta |.E"|"I11h."|' at
NIB IDv — Sample ID [2022) (2017) (2022) L (2019)* | (¥Cs 22300) (20232) I (2019)"
/ b . I . g singleplex singleplex = singleplex =
Sta I n OStI D1577/23 +D93/23 25% 512 neg neg neg neg neg neg neg
. v . . D1577/23 25x 515 neg neg neg neg neg neg neg
(na kIJucnO IZbranI NIB ' 403 25x 53 neg neg nes neg neg neg neg
NIB V¥ 363 25% 519 neg neg neg inc neg neg pos
allkvotnl Vzorcev) NIB V' 365 25x 517 neg neg nes nNeg neg neg neg
MIB W 366 25x 513 inc (35) neg inc (35) pos pos inc (36) pos
HNIE \ 208 25 511 neg neg nes peOs neg nes pos
MIB W 204 25% 55 neg neg neg neg neg neg neg
MIB V 405 25x 5-8 neg neg neg pos neg neg pos
—@— NIBE V413 25x 522 neg neg neg pos neg neg pios
— s/ @ NIBE vV 331 25% 59 neg neg neg oS neg neg pos
—_ NIB V 410 25% 5-16 neg neg neg pos neg neg pos
— X HNIB \f 406 25 518 neg neg neg pOs neg neg pos
X NIB W 373 25x10° [5-21 neg/ 38’ neg neg/ 36' neg neg inc [37) nieg
NIB W 373 25x10° |56 inc {35] nieg inic {36) neg pos inc [36) nieg
NIE W 373 25x10° |52 pos [31) neg pos (30) neg pos pos (31) pos
NIB WV 373 25x10° |5-10 pos [28) pos pas (28) pos pos pos [28) pos
NIB W 373 25x10° 520 pos [24) pos pos (24) pos pos pos (24) pos
NIB W 373 2510t |52 pos (21) pos pos (21) pos pos pos [21) pos
NIB V 373 25100 |5-14 pos (18] pos pas (18) pos pos pos (18) pos
MIE V 414 2x 10" 57 pos [32) neg pos (23] meg pos pos (32) neg
NIE V 414 2x 51 pos (29) ne pos [29) neg pos pos (29) nc
! 1x neg tomato |NEE neg n=g neg neg neg neg
HNIE WV 373 25x10° |pos ToMWMV  |pos (15) pos pos (15) pos pos pos (15) pos




Rezultati

v’ Udelezencev

v’ In-house
Sledljivost rezultatov

Zau

onost podatkov

Controls Repetition Resullf . Temperature (*C) Tp (min) Qualitative result
per repetition
1 i
neg tomato nees !Ve ------- Negative
2 negative
1 positive 18:52 83.05 s
pos ToMMV R T et R L ELELEEEREREE Y Positive
2 positive 18:46 85.73
negative
Other (precise) : NTC g B EREE Ry EELEEEEEEE L L L L L EEEE EEREERERIIIEEEEEEEEELL Ly Negative
negative
ositive 25:52 83.69
Other (precise) : PAC T NN U~ NN - _— Positive
positive 25:49 83.58
sample ref Repetiti Result Temperature ('C) |  Tp (min) Qualitati it | comments (if
mple rererence ep on per repetition emperature p (min, ual ve resu mmen neces!
51 1 positive 20:23 85.74 Positive Tim
2 positive 37:56 83.60
52 1 pos!t!ve 23:00 83.76 Positive
2 positive 23:18 83.68
1 ti
53 nees !ve Megative
2 negative |
- 1 positive 37:49 83.69 -

Table 12: Performance of RT-PCR Sui et al. (2017).
Legend: INC = inconclusive, TN = true negative, FP = false positive, FN = false negative, TP = true positive, % = percentage.

sample description sample [INC| TN [FP| FN [ TP [INC % | TN % |FP % | FN % | TP % | Concordant | Non-concordant | Concordant % | Non-concordant %
healthy tomato seed 5-12 o| 7|0 0,0 00| 00| 00 7 0
healthy tomato seed 5-15 o| 7|0 0,0 00| 00| 00 7 0
CGMMV (NIB V 403) 25x 5-3 o|7 o 0,0 00| 0o | oo 7 0
ObPV [NIB V 364) 25x 5-19 0|7 |0 0,0 00| oo | oo 7 0
ORSV (NIB V 385) 25x 5-17 0|70 0,0 00| 00| oo 7 0
PaMMV (MIB V 366) 25x 5-13 o7 o 0,0 00| 00| 00 7 0
PMMoV [NIB V 408) 25x 5-11 o7 ]o 0,0 00|00 0o 7 0
TMGMV [NIB V 404) 25x 5.5 0|7 |0 0,0 00| oo | oo 7 0
TMV (NIB V 405) 25% 5-8 o|7 o 0,0 00| oo | oo 7 0
TMV (NIB V 413) 25x 5-22 0|70 0,0 00| oo | oo 7 0
ToBRFV [MIB V 331) 25x 5-9 o7 o 0,0 00| 00| 00 7 0
TolV [NIB V 410) 25x 5-16 o7 o 0,0 00| 00| 00 7 0
ToMV [NIB V 406) 25x 5-18 ol 7|0 0,0 00| oo | oo 7 0
ToMMVY (MIB WV 373) 2.5x 108 5-21 0 7 0 0,0 0.0 | 00 0.0 0 7
ToMMV (MIB W 373) 2.5% 1007 |s-6 0 70| 00|00 o0 0,0 0 7
ToMMV (MIB W 373) 2.5% 10°6 |54 1 s | 1143|0000 14,3 1 5
ToMMV (NIB V 373) 25x 10°5  |5-10 0 25| o0 oo ooes 5 2
ToMMV (NIB V 373) 2.5x 104 |5-20 0 o7 o0 oo]ool oo 7 i
ToMMV (NIB V 373) 2.5x 10°3  |5-2 0 0|7 o0 oo]oo] oo 7 0
ToMMV (MIB W 373) 2.5x 1002 [5-14 0 0| 7| o0 |oo]oo]|oo 7 0
ToMMV [MIB V 414) 2 x 10°1 5-7 1 s |1 |143]00] 00 14,3 1 5
ToMMV (NIB V 414) 2x 5-1 0 a3 oo|oo]oo 1 [, 3 4
healthy tomato leaves NC o7 1|0 0,0 00|00 ]| 00 7 0
ToMMV (NIB V 373) 25x 10*1  |PC 0 o | 7] oo 0,0 | o0 7 0
Total 2 98 O 30 38 1.2 0,0 J17,9 [22.6 136 32
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Table 20: Comparison of performance parameters determined for individual tests included in TPS over all submitted data sets. Legend: TN = true negative, FP
= false positive, FN = false negative, TP = true positive, % = percentage.

RT-PCR RT-gPCR RPA LAMP
vitzky et al. w . No. Fowk I Tiberini etal. |Tiberini etal. ia RPA Kim I

Diagnostic parameter {L:m:} e ;::31'; e Suietal.(2017) |DAFF DEECA [:uzzfs = 15F {23:2] sl:;laeplex {2::1} dueptl :x m e lzazl;;a -
Total data sets 8 4 7 13 13 12 10 9 6 5
Expected positives 0 40 70 130 130 120 100 90 60 50
Expected negatives 112 56 98 182 182 168 140 126 84 70
Total data points 192 96 168 312 312 288 240 216 144 120
INC 0 1 2 39 29 42 18 18 6 10
TN 112 56 98 168 168 152 133 119 80 65
FP 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0
FN 30 21 30 2 11 0 9 7 8 16
TP 50 18 38 103 104 94 20 71 48 29
INC % 0,0 lCl 1,2 12,5 9,3 146 75 83 42
TN % NSER 8 8 -2
FP % 0,0 0,0 0,0 1,4 0,0
FN % 15 6 - 21 9 17,9 0,6 3,5 )I- L 5,6 | IEEE
TP % 26,0 18,8 226 | 33,0 33,3 |- 26 33,3 32,9 i 333 [l 242
Concordant 136 271 272 246 128 94
Non-concordant lE
Concordant %
Non-concordant %
diagnostic sensitivity %
diagnostic specificity %
false positive rate %
false negative rate %
relative accuracy %

negative predictive value %




EPPO database
on Diagnostic Expertise
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B B Y o0 ETTUT 24 BIOLOGLID
". HATIONAL INSTITUTE OF BIOLDGY

NIB, National Institute of Biology Vecna pot 111, 51-1000 Ljubljana,
. Slovenia
Dept. of Biotechnology and Systems
Biology
Follow Follow Data
Detection / Report
Organisms) & |Matrix(ces) & || oo T 4 I Methods & |Kit # |EPPO & [IPPC % [referred & | PP & | LabiD ¢ |PDF
Identification i . date
diag diag to EPPO
Contact Natasa Mehle % + 386(0)59 232 808 e-mail: NIBLabFito@nib.si tobamovirus macu
Tobamaovirus Gther detection and Molecular yes no no 2024-09- | NIB-FITO &
maculatessellati identification Conventional RT 17
PCR
Test Performance Study (TPS) - Report
Tobamovirus Other detection and Molecular yes no no 2024-09- | NIB-FITO E3
maculatessellati identification Ceonventional RT 17
Report on the results of the test performance study on detection and FIR
identification of tomato mottle mosaic virus (ToMMV) using molecular tests T itz R & e EEL AT iEE o e ALEHRE ||lE=s e =
maculatessellati identification Conventional RT 7
PCR
TPS code | Euphresco-ToMMV_TP52024
Tobamaovirus Other detection and Molecular real yes no no 2024-09- | NIB-FITO E3
maculatessellati identification time RT PCR 17
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