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MINISTERIO DE AGRICULTURA,
PESCAY ALIMENTACION

6421 ORDEN APA/718/2007, de 15 de marzo, por la
que se modifican los anexos de la Orden de 22
de marzo de 1994, relativa a fa lucha contra la
necrosis bacteriana de la patata, en aplicacion
de fa Directiva 93/85/CEE de! Consgjo de las
Comunidades Europeas.

El organismo nocive, Clavibacter michiganensis
{Smith) Davis et af ssp. sepedonicus, es la causa de la
enfermedad denominada nacrosis bacteriana de la patata
y repraesenta una grave amenaza para las producciones de
estos tubércules.
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La Directiva 93/85/CEE del Consejo, de 4 de octubre
de 1993, relativa a la lucha contra la necrosis bacteriana
de la patata, establece las medidas detalladas a adoptar
en el seno de la Comunidad para la lucha contra este
organismo nocivo, ¥y fue incorporada al ordenamiento
juridico espafol por la Orden de 22 de marzo de 1994,
relativa a la lucha contra la necrosis bacteriana de la
patata en aplicacion de la Directiva 93/85/CEE del Consejo
de las Comunidades Eurcpeas. Dichas medidas tienen
como finalidad localizar el organismo y determinar su
distribucion, impedir su aparicién y, en caso de que esta
tenga lugar, evitar su propagacién y combatirlo con el fin
de erradicarlo.

Teniendo en cuenta que en los Gltimos afos el conoci-
miento de esta enfermedad vy sus métodos de deteccién e
identificacién han avanzado considerablemente y que la
experiencia adguirida en el seguimiento y lucha contra
este organismo aconsejan la revision de determinadas
disposiciones técnicas relacionadas con las medidas de
control, se han modificado los anexos de la mencionada
directiva por la Directiva 2006/56/CE de la Comisién, de 12
de junio de 2006, por la que se modifican los anexos de la
Directiva 93/85/CEE del Consejo, relativa a la lucha contra
la necrosis bacteriana de la patata.

En consecuencia, mediante esta Orden se incorpora al
crdenamiento internc la Directiva 2006/66/CE de la Comi-
sion, de 12 de junic de 20086,

En la elaboracion de la presente disposicidon han sido
consultadas las comunidades auténomas y las entidades
representativas de los sectores afectados.

En su virtud, dispongo:

Articulo Unico. Meodificacion de los anexos de la Orden
de 22 de marzo de 1994, relativa a la lucha contra la
necrosis bacteriana de la patata en aplicacion de la
Directiva 93/85/CEE del Consejo de las Comunidades
Europeas.

Los anexos de la Orden de 22 de marzo de 1994, rela-
tiva a la lucha contra la necrosis bacteriana de la patata
eh aplicacion de la Directiva 93/85/CEE del Consejo de
las Comunidades Europeas, se sustituyen por los que
figuran como Anexo de la presente Orden,

Disposicion final primera.  Titulo competencial.

La presente orden se dicta al amparo del articulo
149.1.13.7 de la Constitucion, que atribuye al Estado la
competencia exclusiva sobre las bases y coocrdinacion
de la planificacidon general de la actividad econdmica.

Disposicién final segunda.  Entrada en vigor.
La presente orden entrard en vigor el dia 1 de abril
de 2007

Madrid, 15 de marzo de 2007—La Ministra de Agricul-
tura, Pesca y Alimentacién, Elena Espinosa Mangana.
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ANEXO

Modificaciéon de los anexos de la Orden de 22 de

marzo de 1994, relativa a la lucha contra la necrosis

hacteriana de la patata en aplicacion de la

Directiva 93/85/CEE del Consejo de las Comunidades
Europeas

"ANEXQO |

Método de diagndstico, deteccion e identificacion de la
necrosis bacteriana, Clavibacter michiganensis (Smith)
Davis et al. ssp. sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff).

AMBITO DE APLICACION DEL METODO

El método expuesto describe diversos procedimientos
relacionados con:

i} el diagnéstico de la necrosis bacteriana en
tubérculos y plantas de patata,

ii} la deteccion de Clavibacter michigansnsis subsp.
sepedonicus en muestras de tubérculos y plantas de patata,

iii) la identificacion de Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (C. m. subsp. sepedonicus).

PRINCIPIOS GENERALES

Los apéndices recogen protocolos optimizados para
los distintos métodos, reactivos validados y datos
relativos a la preparacion de los materiales utilizados en
las pruebas y de los materiales de control. El apéndice 1
incluye una lista de los laboratorios que participaron en
la optimizacién vy la validacion de los protocolos.

Dado que los protocelos entranan la deteccion de un
organismo sujeto a cuarentena e incluirdn la utilizacion
de cultivos viables de . m. subsp. sgpedonicus como
materiales de control, sera necesario ejecutar los
procedimientos en las condiciones de cuarentena
apropiadas con las instalaciones necesarias para el
desecho de los residuos y contando con los permisos
pertinentes emitidos por las autoridades oficiales
responsables de la cuarentena fitosanitaria,

Los parametros de prueba deben garantizar la deteccion
coherente y reproducible de los niveles de C. m. subsp.
sepedonicus en los limites fijados por los métodos
seleccionados,

Es esencial una preparacion precisa de los controles
positivos.

El hechc de ejecutar las pruebas de acuerde con los
limites exigidos implica también la utilizacién de los
ajustes correctos, el mantenimiento y la calibracion del
equipo, una cuidadosa manipulacién y conservacion de
los reactivos, y la aplicacion de todas las medidas
destinadas a evitar la contaminacion entre las muestras,
como, por ejemplo, la separacién de los controles
positivos de las muestras de prueba. Se deben aplicar
normas relativas al control de la calidad con el fin de evitar
errores administrativos y de otro tipo, especialmente por
lo que se refiere al etiguetado vy la documentacion.

Toda aparicion sospechosa, como la referida en el
articulo 4, apartade 2, de esta orden, entrana un
resultado positive en las pruebas de diagnéstice o de
seleccion realizadas con una muestra tal como se
especifica en los diagramas de flujo.

Si en la primera prueba de seleccion (IF o PCR/FISH)
se obtiene un resultado peositivo, puede sospecharse la
contaminacion con C. m. subsp. sepedonicus v se debe
efectuar una segunda prueba de seleccion. Si el resultado
de la segunda prueba de seleccion es positivo, la
sospecha se confirma (aparicion sospechosa}l vy las
pruebas deben proseguir de acuerdo con el método. En
el caso de que el resultade de la segunda prueba de
seleccion sea negativo, la muestra no se considerara
contaminada con C. m. subsp. sepedonicus,

Por tanto, los resultades positivos de una prueba IF a
los que hace referencia el articulo 4, apartado 2, se definen
mediante una lectura positiva en una prueba IF confirmada
pOr una segunda prueba de seleccién (PCR/FISH).

La presencia confirmada a la que se hace referencia en
el articulo 5, apartado 1 de esta orden, requiere el
aislamiento y la identificacion de un cultivo purc de C. m.
subsp. sepedonicus con confirmacion de su patogenicidad.
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1. PRESENTACION EN DIAGRAMAS DE FLUJO
1.1 Meétodo de deteccidén para el diagnostico de la necrosis bacteriana en tubérculos y plantas de

patata que presentan sintomas de necrosis bacteriana

Este protocolo de andlisis esta destinado a los tubérculos y plantas de patata gue muestran sintomas

tipicos o sospechosos de necrosis bacteriana. Incluye una prueba de seleccién rapida, el aislamiento del
patégeno del tejido vascular infectado en un medio de diagnostico y, en caso de resultado positivo, la
identificacién del cultivo como £, m. subsp. Sepedonicus,

Tubérculo(s) o planta(s) de patata con sintomas
- - 17
sospechosos de la necrosis bacteriana '

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO !

{ PRUEBA BASICA DE AISLAMIENTO ™
{ Colonias con morfologia tipica ™’
t s
- Com subsp. sepedonicus no detectado
’ —— Muestra no infectada por
Com, subsp. sepedonicus
\.
l Purificar mediante cultivo ]
PRUEBAS DE IDENTIFICACION J PRUEBA DE PATOGENIDAD ™

(
(2]

(31

(4]
(5]

=l
{7

Ambas prucbas confirman cultive puro
como Com. subsp. sepedonicus

Muestra no infectada por
C.m. sabsp. sepedonicus

Muestra infectada por
C.in. subsp. sepedonicus

El punto 2 recoge una descripcion de los sintomas.

Se consideran adecuadas las pruebas siguientas:

- la prueba IF {punto 4},

- la prueba PCR (punto 51,

- la prueba FISH {punto 6.

Aunque el aislamients de patdgeno a partir de material vegetal con sintomas tipicos mediante dilucién de placas es sencillo, el
aislamiento puede fallar en estados avanzados de infeccién, las bacterias saprofitas gue crecen en el tejide enfermo pueden
enmasgcarar ¢ inhibir gl patogenao en el medio de aislamiento. Se recomienda, por tanto, utilizar medios selectivos y no selectivos,
preferiblernents MTNA (punto 8) o la prueba de bioensayo {punto 7).

El punto & recoge una descripeion de la morfologia tipica de las colonias.

Si los resultados de la prueba de aislamiento son negativos, pero los sintomas de la enfermedad son los tipicos, debera repetirse
el aislamignto.

La identificacion fiable de un cultivo puro de C.m. subsp.sepedonicus se consigue utilizando las prugbas que se enumeran en el punto 9.
En el punto 10 se describe la prueba de patogenicidad.
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1.2 Método de deteccidn e identificacion de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus en muestras de
tubéerculos de patata asintomaticos

Principio

Este protocolo de analisis se destina a |la deteccion de infecciones latentes en tubérculos de patata
asintomaticos mediante al menos dos pruebas de seleccion basadas en distintos principios biolégicos que, de ser
positivas, deberan complementarse con el aislamiento del patogeno; en caso de aislamiento de colonias tipicas, se
procede a continuacion a la identificacion de un cultive puro como C. m. subsp. sepedonicus. El hecho de obtener
resultados positivos sélo en una de las prugbas no es suficiente para considerar la muestra sospechosa.

Las pruebas de seleccion y aislamiento deben permitir limites de detecciéon de 10° a 10* células por ml de
precipitado resuspendido, incluidos como controles positivos en cada serie de pruebas,

[ Mugcstra de tubéreulos de patata ' I

1
[ Extraccion y concentracion del patogeno ™ ]
I

PRUEBAS BASICAS DE SELECCION '
Prucha IF "prucha PCR test “*/prucba FISH
|
[ Primera prueba de seleccién ™ ]

C.m. subsp. sepedonicus no detectada
Muestra no infectada por
C.m. subsp. sepedonicus

Positiva

C.mi. subsp. yepedonicny not detected
sample not infected by
C.m. subsp, sepedonicus

Clm. subsp. sepedonicns no detectada
Muestra no infectada por
Comn, subsp. sepedonicus

[ Purificar mediante cultivo ’

PRUEBA DE [DENTIFICACION !'" PRUEBA DE PATOGENIDAD '+

Ambas pruebas confirman cultivo puro como
C.nr. subsp. sepedonicus

Muestra no infectada por
Com, subsp. sepedonicus

Muestra infectada por
C.m. subsp, sepedonicus
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El tamanec normal de la muestra es de 200 tubérculos, aungue el procedimiento puede adaptarse para muestras con menos tubérculos en el
-aso de gue no se disponga de 200,

Los rmétodos de extraceidn y concentracidn del patdgeno se describen en el punto 3.1

En el cazso de que al menos dos de las pruebas basadas en principios bioldgicos diferentes proporcionen resultados positivos, habra de
procederse al aislamiento v la confirmacion. Debe realizarse como minimo una prueba de seleccion. Cuando el resultado de esta prueha sea
negativo, la muestra se considerara negativa. En el caso de que ¢l resultado de esta prueba sea positive, serd necesario realizar dos o mas
pruebas de seleccidn basadas en principios bioldgicos diferentes con el fin de verificar el primer resultado positivo. 5i la segunda prueba o el
resto de las pruebas proporcionan resultados negativos, la muestra se considerard negativa v no serd necesaric llevar a cabo mas pruebas.
Frueba de inmunoflugrescencia (IF}. Para la prueba de seleccidn |F debe utilizarse siempre un anticuerpo pelicional, los anticusrpos
mangclonales adicionales pueden proporcionar una mayor especificidad {véase el punto 4],

Frueba PCR. Deben utilizarse reactivos y protocolos PCR convenienternents validados {véase el punto Bl

Frueba FISH. Deben utilizarse reactivos y protocelos convenientemente validados (véase el punto 5).

Aislamiento selectiva. Can el medio MTHNA o el medic MCPF-828 v una dilucion al 1100 del precipitado resuspendide, es en muchos casos un
método adecuado para el aislamiento directo de C. m. subsp. sepedonicus. Entre 3 v 10dias despues de la siembra selectiva pueden obtenerse
colonias tipicas. Posteriormente se puede purificar e identificar el patogeno. Para poder aprovechar plenamente gl potencial de la prueba, es
necesario preparar con cuidado las cufas de la parte basal a fin de evitar que otras bacterias secundarias asociadas al tubérculo de la patata,
que compitan con C. m. subsp. sepedonicus en el medio, puedan afectar al desarrolle del patégenc. 3i la prueba de la siembra selectiva no
resulta efectiva, se deberd proceder al aislamiento a partir de las plantas utilizadas para el bicensayo (véase el punto 8},

La prueba de hicensayo se utiliza para el aislamiento de C. m. subsp. sepedonicus a partir de precipitado de extracto de patatas mediante el
enrigquecimiento selective de la bacteria en berenjenas {Sofanum mefongena). Exige gue las condiciones de incubacidn sean optimas, segin se
especifican en este metodo. Es muy probable que las bacterias inhibidoras de C. m. subsp. sepedonicus en los medios MTNA o NCP-88 no
interfieran en esta prueba (véase el punto 7).

En el punto 8 se describe la morfologia tipica de las colonias.

Los cultivos o biocensayos pueden fallar debide a la competencia de las bacterias saprofitas o a la inhibicidn provocada por las mismas. En el
caso de gque se obtengan resultados positives en las pruebas de seleccion pero negativos en las de aislamiento, se deberan repetir las pruehas
de aizslamiento a partir del mismo precipitado o utilizando ademas tejido vascular de |a parte basal de tubérculos cortados de la misma muestra
v, si fugse necesario, con otras muestras.

La identificacidn fiable de cultives puros supuestamente de C. m. subsp. sepedonicus se cansigue utilizando las pruebas que se deseriben en el
punto 9.

En el punto 10 se describe la prueba de patogenicidad.
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1.3 Método de deteccion e identificacion de Clavibacter michiganensis ssp. sgpedonicus en muestras de
plantas de patata asintomaticas

[ Muestra de segmentos del tallo ™" ]

oy o il 2
| Extraccidn y concentracion del patogeno ' J

PRUEBAS BASICAS DE SELECCION .
Aislamiento selectivo “'iprueba IF “prueba PCR *prueba FISH '™
Prueba anxiliar opcinal: bicensayo '™

Colonias con margologia tipica '’ despugs

4 ) Todas las pruebas negativas ]
del aislamicnto P £

I
C.ni. subsp. sepedfonicis no detectada
’ Muestra no infectada por
C.m, subsp. sepedonicus

{ Purificar mediante subcultivo J

{ PRUEBAS DE INDENTIFICACION ‘" PRUEBA DE PATOGENICIDAD "

Ambas pruchas confirman cultivo puro como
Com subsp. sepedonicus

Muestra no infectada por
C.m. sabsp. sepedonicus

Muestra infectada por
C.mn. subsp. sepedonicuy

(1) Véase el punto 3.2 para obtener informacion sobre los tamaiios recomendados de la muestra,

12} Los métodos de extraccion y concentracion del patdgeno se describen .en el punto 3.2,

13} En el caso de que al menos dos de las pruebas basadas en principios biolégicos diferentes proporcionen resultados positivos,
habra de procederse al aislamiento y |a confirmacion. Debe realizarse como minime una prueba de seleccion, Cuando el resultado
de la prueba zea negativo, la muestra se considerara negativa. En el caso de que el resultado de esta prueba sea positivo, sera
necesario realizar dos ¢ mas pruebas de seleccian basadas en principios bicldgicos diferentes con el fin de verificar el primer
resultado positive. Si la segunda prueba o el resta de las pruebas proporcionan resultados negativos, la muestra se considerara
negativa y no serd necesario llevar a cabo mas prusbas.

14} En el punto 8 se describe la prueba de aislamiento selective v la morfologia tipica de las colonias.

158} En el punto 4 se describe la prueba IF.

{6)  En el punto § se describe la prugba PCR.

(7} En el punto & se describe |a prueba FISH.

18)  En el punto 7 se describe la prueba de bioensayo.

19 Los cultivos o bicensayos pueden fallar debido a la competencia de las bacterias saprofitas o a la inhibicidn provocada por las
mismas. En el caso de que se obtengan resultades positivos en las pruebas de seleccion pero negativos en las de aislamiento, se
deberan repetir las pruebas de aislamiento v, si fuese necesario, efectuar pruebas con otras muestras,

{10} La identificacion fiable de cultives puros supuestaments de C. m. subsp. sepedonicus se consigue utilizande las prusbas que se
describen en el punto 9.

{11} En el punto 10 se describe |a prusba de patogenicidad.
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2. EXAMEN VISUAL PARA DETECTAR SINTOMAS
DE NECROSIS BACTERIANA

2.1 Plantas de patata

En las condiciones climaticas europeas, los sinto-
mas se presentan rara vez en el campo y con
frecuencia sélo al final de la temporada. Por otra parte,
en  numerosos  casos, otras  enfermedades, la
senescencia o los danos mecanicos enmascaran los
sintomas ¢ se confunden con ellos. Por tanto, puede ser
facil pasar por alto los sintomas en las inspecciones de
campo. Los sintomas de marchitamiento son muy
distintos de los de la podredumbre parda; el
marchitamiento &s normalmente un procesc lente y se
limita en principic a los bordes de las hojas. El
crecimiento de las hojas jévenes infectadas no suele
detenerse, aungque sea mas lento en las zonas infectadas.
Esto hace que las hojas tengan formas extrafas. Las
hojas afectadas por el bloqueo de los tejidos vasculares
de la parte baja del tallo desarrollan con frecuencia
zonas intenerviales cloréticas amarillas o anaranjadas.
Los foliolos, hojas e incluso tallos infectados pueden llegar
a morir. Con frecuencia las hojas y tubérculos muestran
simplemente un tamafo reducido, En algunos casos las
plantas se atrofian. Se pueden consultar fotografias
en celor de algunos de estos sintomas en el sitic web:
http:/forum.europa.eu.int/Publicfirc/sanco/Home/main

2.2 Tuberculos de patata

Los primeros sintomas consisten en un ligero aspecto
vitreo o traslicido del tejido, sin ablandamiento, en torno
al sistema vascular, en especial cerca de la parte basal. La
corona vascular de la parte basal puede tener un color
ligeramente mas oscuro de lo normal, El primer sintoma
claramente detectable consiste en que la corona vascular
adquiere una coloracion amarillenta y al comprimir
suavemente el tubéreculo emergen de los vasos unos
exudados de aspecto lechoso. Dicho exudado contiene
millones de bacterias. Se puede producir el
oscurecimiento del tejido vascular ¥ los sintomas que
presentan los tubérculos en esta fase son similares a los
de la podredumbre parda provocada por Ralstonia
solanacearum. Al principic, estos sintomas pueden
limitarse a una parte de la corona, no necesariamente
cerca de la parte basal, y pueden extenderse
posteriormente a la totalidad de la corona.

A medida que la infeccién progresa, se produce
destruccién de tejido vascular; la zona cortical externa
puede separarse de la zona cortical interna. En las fases
avanzadas de la infeccion, se producen grietas en la
superficie del tubérculs, que suelen tener un color pardo
rojizo en los bordes. Recientemente se han producide
varios casos en Eurcpa en los que la zona cortical central
se ha podrido al mismo tiempo que la corona vascular
provecando una invasién secundaria con ogquedades y
necrosis  interna. Los  sintomas  pueden  verse
enmascarados por una invasién secundaria fungica o
bacteriana que puede hacer dificil, o incluso imposible,
diferenciar los sintomas de necrosis bacteriana avanzada
de otras necrosis de los tubérculos. Pueden presentarse
sintomas atipicos. Se pueden consultar fotografias en

color de algunos de estos sintornas en el sitio web:
http:/fforum.eurcpa.eu.int/Public/irc/sance/Home/main

3 PREPARACION DE LA MUESTRA
3.1 Tubérculos de patata

Nota:

— El tamaho normal de la muestra es de 200
tubérculos por ensayo. Para realizar un muestreo mas
intensive es precisc llevar a cabo mas pruebas con
muestras de este tamano. El hecho de disponer de un
namero mayor de tubérculos en la muestra puede
provocar la inhibicion o dificultar la interpretacion de los
resultados. No obstante, el procedimiento puede
adaptarse convenientemente a muestras formadas por
un nimero menor de tubérculos en el caso de que no se
dispenga de 200.

— La validacién de todos los métodos de deteccidn
descritos mas adelante se basa en los ensayos realizados
coh muestras de 200 tubérculos.

— El extracto de patata descrito a continuacion puede
emplearse también para la deteccion de la bacteria de la
podredumbre parda de la patata, Ralstonia sofanacearum,

Pretratamiento opcional previo a la preparacion de la
muestra:

Lavar los tubércules. Utilizar desinfectantes {(cuando
se vaya a efectuar la prueba PCR, la desinfeccién con
compuestos de clore puede interferir en la extraccion de
ADN del patégeno) y detergentes adecuados para cada
muestra, Secar los tuberculos al aire, Este procedimiento
de lavado resulta particularmente util {aunque no
necesaric} en el caso de muestras con exceso de tierra y
cuando se vaya a efectuar una prueba PCR o un
procedimiento de aislamiento directo.

3.1.1 Quitar la epidermis de la parte basal de cada
tubérculc con wun bisturi o un cuchillo limpio ¥y
desinfectado, de modo que el tejide vascular quede a la
vista. Extraer cuidadosamente una pequefa cuna de
tejido vascular de la parte basal y el minimo volumen
posible de tejido no wvascular {véase el sitio web:
http:;/forum.europa.eu.int/Public/irc/sance/Home/main)

Nota: Retirar los tubérculos que presenten sintomas
sospechosos de necrosis  bacteriana vy analizarles
separadamente.

En el caso de que se observen sintomas sospe-
chosos de necrosis bacteriana durante la extraccidn de
la cuna de la parte basal, deberd realizarse una
inspeccion visual del tubérculo una vez cortado a la
altura de la parte basal.

Todo tubérculo cortado que presente sintomas
sospechosos debera suberizarse a temperatura ambiente
durante dos dias y almacenarse en cuarentena (a una
temperatura de entre 4 y 10 °C) hasta que concluyan todos
los ensayos. Todas las muestras de tubérculos, incluidas
las que presenten sintormmas sospechosos, deberan
conservarse de acuerdo con lo dispuesto en el anexo ll.

3.1.2 |Introducir las cunas de la parte basal en
recipientes desechables que no hayan sido utilizados
previamente y que puedan cerrarse y/o sellarse {en el
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caso de gue estos recipientes vayan a volver a utilizarse
deberan limpiarse y desinfectarse concienzudamente con
compuestos de cloro). Preferiblemente, las cuihas deben
procesarse inmediatamente, Si esto no fuese posible,
deberan almacenarse en el recipiente, sin tampén, y
conservarse por un pericdo maximo de 72 horas
refrigeradas o de 24 horas a temperatura ambiente. El
secado y la suberizacion de las cunas, asi como el
crecimiento de saprofitos durante el almacenamiento,
pueden dificultar la deteccion de la bacteria causante de
la necrosis bacteriana.

3.1.3 Procesar las cunas basales por uno de los
métodos siguientes:

al bien anadir la solucidn de tampdn de extraccion
{apéndice 3} en cantidad suficiente para que cubra las cuias
{aproximadamente 40 ml} y agitar en un agitador rotatorio
{50-100 rpm) durante 4 horas a una temperatura inferior a
24 °C o durante 16 a 24 horas si estan refrigeradas;

b} o bien homogeneizar lag cufas con solucion de
tampén de extraccion (apéndice 3) en cantidad suficiente
{aproximadamente 40 ml}, ya sea mediante una
trituradora {por ejemplo, Waring o Ultra Thurax} ¢
machacédndolas en una bolsa de maceracién desechable
sellada {por ejemplo, bolsas resistentes Stomacher o
Bioreba de polietileno de 150 mm x 250 mm, esterilizadas
por radiacion) utilizando un mazo de caucho o un aparato
triturador adecuado {por ejemplo, Homex).

Nota: El riesgo de contaminacidén cruzada de las
muestras es alto cuando éstas se homogeneizan
mediante una trituradora. Se debe actuar con precaucion
para evitar la generacion de aerosoles o el vertido
durante el proceso de extraccién. Es preciso asegurarse
de que se esterilizan las cuchillas de la trituradora y los
recipientes que vayan a utilizarse para cada muestra. Si
se va a realizar la prueba PCR, es preciso evitar que
existan restos de ADN en los recipientes o el aparato
triturador. Cuando se vaya a efectuar la prueba PCR se
recomienda la trituracion en bolsas desechables vy la
utilizacion de tubos desechables.

3.1.4 Decantar el scbrenadante. Si presenta un
aspecto  excesivamente turbio, clarificarlo  centrifu-
gandclo a baja velocidad {a 180 g como maximo, durante
10 minutos, a una temperatura entre 4 v 10 °C) o
mediante filtracion al vacio {40-100 pm), lavandec el filtro
con solucion adicional {10 ml} de tampon de extraccién
{apéndice 3).

3.1.6 Concentrar la fraccion bacteriana mediante
centrifugacién a 7.000 g durante 15 minutos {o a 10.000 g
durante 10 minutos) a una temperatura entre 4 y 10 °C y
descartar el sobrenadante sin perturbar el precipitado.

3.1.6 Resuspender el precipitado en un 1,5 ml de
tampon de precipitado {apéndice 3}. Utilizar 500 ul para la
prueba de C. m. subsp. sepedonicus, 500 pl para Ralstonia
solanacesarum vy 500 ul a efectos de referencia. Anadir
gliceral estéril en una concentracion final de 10-25 % {viv)
a los 500 pl de la alicucta de referencia y a la alicuota
restante de cada prueba, homaogeneizar por agitacion y
guardar a una temperatura entre — 18 y — 24 °C (semanas)
o entre - 68 v — 86 ° C {meses). Mantener las alicuotas de la

prueba a una temperatura comprendida entre 4 y 10 °C
durante los ensayos.

No es recomendable congelar y descongelar el
extracto en repetidas ocasiones.

Si fuese preciso transportar el extracto, es
conveniente asegurarse de que la entrega se efectda en
una caja refrigerada en el plazo de 24 3 48 horas.

3.1.7 Es imprescindible que todos los controles vy
muestras positivas de €. m. subsp. sepedonicus se procesen
por separado, a fin de evitar la contaminacién. Esto se aplica
a las preparacicnes para IF y a todas las pruebas.

3.2 Plantas de patata

Nota: Para la deteccion de poblaciones latentes de C.
m. subsp. sepedonicus se recomienda efectuar las
pruebas con muestras mixtas. El procedimiento se puede
adaptar convenientermente para muestras mixtas de
hasta 200 partes de tallos (los estudios deberan basarse
en una muestra representativa desde el punto de vista
estadistico de la poblacién vegetal que se someta a
investigacion).

3.21 Extraer una seccion de 1 a 2 cm de la base de
cada tallo, justo por encima del nivel del suelo, utilizando
un cuchillo o tijeras de podar limpios y desinfectados.

Desinfectar ligeramente las secciones de tallo con etanol
al 70 % vy secar inmediatamente con un pafuelo de papel.

Introducir las secciones de tallo en un recipiente estéril
cerrado de acuerdo con los siguientes procedimientos de
muestreo:

3.2.2 Procesar las secciones de tallec mediante ung
de los métodos siguientes:

a} bien afadir la solucién de tampdn de extraccién
{apéndice 3} en cantidad suficiente para que cubra las
secciones {aproximadamente 40 ml} vy agitar en un
agitador rotatoric (50-100 rpm) durante 4 horas a una
temperatura inferior a 24 °C o durante 16 a 24 horas si
estan refrigeradas;

b} o bien procesar inmediatamente triturando las
secciones en una bolsa de maceracién resistente {p. ej.
Stomacher o Bioreba} con una cantidad adecuada de
tampon de extraccion {apendice 3) utilizando para ello
un maze de caucho o un aparato triturader adecuado (p.
ej. Homex). Si esto no es posible, almacenar las
secciones de tallo refrigeradas durante 72 horas como
maximo ¢ a temperatura ambiente durante 24 horas
COMO Maximao.

3.2.3 Decantar el sobrenadante tras haberlc dejado
reposar durante 15 minutos.

3.2.4 Normalmente no es necesario clarificar mas el
extractc ni la concentracion de la fraccion bacteriana, pero
esto se puede lograr mediante la filtracidén y/o la centrifu-
gacicn, tal como se describe en los puntos 3.1.4 a2 3.1.6.

3.25 Dividir el extracto puro o concentradc de la
muestra en dos partes iguales. Mantener una de las partes
a 4-10 °*C durante los ensayos y almacenar la parte
restante, tras haber anadido glicerol estéril al 10-25 % (v/v},
a una temperatura comprendida entre — 16 y — 24 °C
{semanas} o entre — 68 y — 86 °C {meses} en el caso de que
sea necesario realizar nuevas pruebas.
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4. PRUEBAIF
Principio:

La utilizacion de la prueba IF como principal prueba de
seleccion esta recomendada por su solidez demostrada
para alcanzar los limites exigidos.

Cuandao se utilice la prueba IF como principal prueba de
seleccion y ésta proporcione resultados positives, deberan
realizarse las pruebas PCR ¢ FISH como segunda prueba de
seleccion. Cuando se utilice la prueba IF como segunda
prueba de seleccién vy ésta proporcione resultados
positivos, serd precisc realizar las pruebas establecidas en
el diagrama de flujo para completar el andlisis.

Nota: Cuandc se utilice la prueba IF como principal
prueba de seleccion, debera utilizarse siempre un
anticuerpo policlonal. En el casc de resultades IF
positivos con un anticuerpo policlonal, la seleccion
posterior de la muestra con un anticuerpo manoclonal
puede proporcionar una mayor especificidad pero ser
menos sensible.

Conviene utilizar anticuerpos frente a la cepa de
referencia de C. m. subsp. sepedonicus. Se recomienda
determinar el titule para cada nuevo lote de anticuerpos.
El titule se define como la dilucion superior en la que se
produce la reaccién optima cuando se realiza la prueba
con una suspensién que contiene entre 10° y 10° células
por mi de la cepa homdéloga de C. m. subsp. sepedonicus
v se utiliza una dilucién apropiada del conjugado de
isotiocianato de fluoresceina (FITC), segun las recomen-
daciones del fabricante.

Los anticuerpos pcliclonales o monoclonales crudes
deberian tener un titulo IF de al menos 1:2000. Durante
las pruebas, los anticuerpos deberian utilizarse en
diluciocnes de trabajo {DT) proximas o iguales al titulo.
Utilizar anticuerpos validados.

{véase el sitio web:
http:/Horum.eur .eu.int/Public/ir nco/Home/main}

La prueba deberia realizarse con extractos de
muestras que se acaben de preparar. Si fuese necesaric,
puede efectuarse también con extractos almacenados a
una temperatura comprendida entre - 68 y — 86 *C en
gliceral. El glicerol puede separarse de la muestra
mediante la adicién de 1 ml de tampén de precipitado
{apéndice 4}, la recentrifugacién durante 15 minutos a
7.000 g vy la resuspension en el mismo volumen de
tampén de precipitado. Normalmente esto no es
necesario, especialmente si las muestras se fijan al
portachjetos flamedndolas (véase el puntc 2.2).

Preparar otros portaobjetos con controles positivos de
la cepa homdloga o de cualguier otra cepa de referencia
de C. m. subsp. sepedonicus, suspendida en extracto de
patata, tal comec se especifica en el apéndice 2 v,
opcicnalmente, en tampon.

De ser posible, deberan utilizarse tejidos infectados de
forma natural {conservados mediante licfilizacion ¢ con-

gelacion a temperaturas comprendidas entre =16 y - 24 °C)
como control similar, en el mismo portaobjetos.

Como controles negativos, utilizar alicuotas de extractos
de muestra que previamente hayan proporcionado resultados
negativos en la prueba.

Utilizar portachjetos de pocillos multiples, de preferencia
con 10 pocillos de 6 mm de didmetre como minimo.

Procesar el material de control de la misma manera
que la muestra o muestras.

4.1 Preparar los portaobjetos segun uno de los
procedimientos siguientes:

i} Para precipitados con una cantidad relativamente
pequena de sedimento de almidén:

Verter con una pipeta un volumen determinado {15 pl
es suficiente para pocillos de 6 mm de diametro;
aumentar el volumen si el didmetro es mavor} de una
dilucién al 1/100 del precipitade de patata resuspendido
en el primer pocille. Posteriormente, verter un velumen
similar de precipitado sin diluir (1/1} en los demas
pocillos de la fila. La otra fila puede utilizarse como
duplicado ¢ para una segunda muestra, tal como se
indica en la figura 1.

ii} Para otros precipitados:

Preparar diluciones decimales (1/10 vy 1/100) del
precipitado resuspendido en el tampon de precipitado.
Verter con una pipeta un volumen determinado {15 pl es
suficiente para pocillos de 8 mm de diametro; aumentar el
volumen si el diametro es mayor) del precipitado
resuspendido y de cada dilucion en una de las filas de
pocillos, La otra fila puede utilizarse como duplicado o para
una segunda muestra, tal como se indica en la figura 2.

4.2 Dejar secar las gotitas a temperatura ambiente o
calentandolas a una temperatura comprendida entre 40 y 45 °C.

Fijar las celulas bacterianas al portaobjetos calen-
tandolo {15 minutos a 60 °C), flameandolo, mediante
etancl al 95 %, o de acuerdo con las instrucciones
especificas de los proveedores de los anticuerpos.

De ser necesario, los portaobjetos fijados pueden
almacenarse congelados en una caja seca durante el
minimo tiempo posilkzle (hasta un maximo de tres meses})
antes de realizar nuevas pruebas.

4.3 Procedimiento IF;

i} si el portacbjetos se ha preparado segun el inciso i}
del punto 4.1:

Preparar un conjunto de diluciones a 1/2 del
anticuerpo en el tampdén IF. El primer pocillo debera tener
1/2 del titulo (T/2) y el resto 1/4 del titulo (T/4}, 1/2 del
titulo {T/2}, el titulo {T} v dos veces el titulo (2T},

i} si el portaobjetos se ha preparado segun el inciso ii)
del punto 4.1;

Preparar la dilucidén de trabajo {DT} del anticuerpc en
tampon IF. La dilucién de trabajo afecta a la especificidad.
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Figura 1. Preparacién del portachjetos de acuerdo con el punto 4.1, inciso i, y el punto 4.3, inciso il
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Figura 2. Freparacién del portaobjetos de acuerdo con el punto 4.1, incise iil, v el punte 4.3, inciso il
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4.3.1 Colocar los portacbjetos en papel humedecido.
Cubrir completamente cada pocillo con la dilucién o
diluciones del anticuerpo. El volumen del anticuerpo
aplicado en cada pecillo debe ser equivalente al menos al
del extracto aplicado.

A falta de instrucciones especificas de los proveedores
de anticuerpos, debera seguirse el procedimiento siguiente:

4.3.2 Tapar los portacbhjetos y dejar incubar sobre
papel humedecido durante 30 minutos a temperatura
ambiente {18 a 25 °C).

4.3.3 Sacudir las gotitas de cada portaobjetos vy
enjuagar cuidadosamente con tampon IF. Lavar por
inmersion durante 5 minutos en tampon IF-Tween
{apéndice 3} vy repetir la operacion durante 5 minutos en
tarmpén IF, Deben evitarse los aerosoles o la transferencia
de gotitas que puedan provocar la contaminacion
cruzada. Eliminar cuidadosamente el exceso de humedad
secandolos ligeramente.

4.3.4 Colocar los portacbjetos en papel humedecido.
Cubrir los pocilles con la dilucion del conjugado FITC
utilizado para determinar el titulo. El volumen de
conjugado aplicado en los pocilles debe ser idéntico al
volumen de anticuerpo aplicado.

4.3.5 Tapar los portachjetos y dejar incubar sobre
papel humedecido durante 30 minutos a temperatura
ambiente (18 a 25 °C).

4.3.6 Sacudir las gotitas de conjugado del
portacbjetos. Enjuagar vy lavar como antes {punto 4.3.3).
Retirar con cuidado el exceso de humedad.

4.3.7 Verter con una pipeta de 5 a 10 pl de tampédn
fosfato glicerol de 0,1 M ({véase el apéndice 3} o una

solucion comercial similar que proteja la fluorescencia
{anti-fading) en cada pocillo y tapar.

4.4 Lectura de la prueba IF:

441 Examinar los portaobjetos en un microscopio
epiflucrescente  con filtros adecuados para que se
produzca la excitacion del FITC, con aceite ¢ agua de
inmersion y a 500-1.000 aumentos. Recorrer los pocillos a
lo largo de dos diametros perpendiculares entre si y
alrededor del perimetro. En el casc de muestras que no
presenten células ¢ sdlo un pequeno niumero de ellas es
preciso abservar como minimao 40 campos microscopicos.

En primer lugar, comprobar el control positivo. Las
células deben ser fluorescentes brillantes vy estar
completamente tepidas al titulo de anticuerpos
determinado o la dilucidn de trabajo, La prugba IF {punto 4)
debe repetirse si la tincién no es correcta.

4.4.2 Comprobar si hay células fluorescentes brillantes
con la morfelogia caracteristica de €. m. subsp. sepedonicus
en los pocillos de los portachijetos {véase el sitio web:
hitp:/forum.eurcpa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

La intensidad de la fluorescencia debe ser equivalente
a la de la cepa de control positive a la misma dilucién del
anticuerpo o mejor que ésta. Deberan descartarse las
células que presenten una tincién incompleta © cuya
fluorescencia sea escasa.

En el caso que se sospeche cualquier posible
contaminacién, deberd repetirse la prueba. Esto puede
ocurrir  cuandc todos los portacbhjetos de un lote
presenten células positivas debido a la contaminacion del
tampén o cuando se encuentren células positivas {fuera
de los pocillos) en la superficie del portaobjetos.
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4.4.3 Existen wvarios problemas inherentes a la
especificidad de la prueba de inmuncfluorescencia. En
los precipitados de cupas basales y secciones de tallo de
patata pueden aparecer poblaciones de base de células
fluorescentes de morfologia atipica y bacterias saprofitas
con reaccién cruzada cuyo tamano y morfologia sean
similares a los de C. m. subsp sepedonicus.

44.4 Sélo deben considerarse las células fluorescentes
con tamano y maorfologia tipices, al titulo o la dilucion de
trabajo de los anticuerpos, al igual que en el punto 4.3.

4.4.5 Interpretacion de los resultados de la prueba IF:

i} si se encuentran células fluorescentes brillantes
con morfologia caracteristica, calcular el nimero medio
de células tipicas por campc microscopico y el numero
de células tipicas por ml de precipitado resuspendido
{apéndice 4).

La prueba IF es positiva para las muestras que
presenten al menos 5 x 10° células tipicas por ml de
precipitado resuspendido. La muestra se considera
potencialmente contaminada y es necesario realizar
nuevas pruebas,

iit la prueba IF es negativa para las muestras gue
presenten menos de 5 x 10° células por ml de precipitado
resuspendido v la muestra se considera negativa. No es
necesario realizar nuevas pruebas.

5. PRUEBA FISH

Principio:

Cuandc se utilice la prueba FISH como primera
prueba de seleccion y ésta proporcione resultados
positivos, debera realizarse la pruebka IF como segunda
prueba obligatoria de seleccion. Cuando se utilice la
prueba FISH como segunda prueba de seleccién y ésta
proporcione resultados positivos, sera preciso realizar las
prugbas establecidas en el diagrama de flujo para
completar el diagnostico.

Nota: Utilizar oligosondas especificas para C. m.
subsp. sepedonicus validadas {apéndice 7). Las pruebas
preliminares realizadas con este método deberan permitir
la deteccion reproducible de al menos 10310 células de
C. m. subsp. sepedenicus por ml afadidas a los extractos
de muestras que previamente praporcionaron resultados
negativos.

El procedimiento siguiente deberia llevarse a cabo, a ser
posible, con extracto de muestra que se acabe de preparar,
pero también puede realizarse con extracto de muestra que
se haya almacenado en glicerol a una temperatura
comprendida entre — 16 y — 24 °C 0 entre — 68 y — 86 °C.

Como controles negativos, deben utilizarse alicuotas
de extractc de muestra que previamente haya arrojado
resultados negativos para C. m. subsp. sepedonicus.

Como controles  positivos, deben  prepararse
suspensiones gue contengan de 10° a 10° células por ml
de C. m. subsp. sepedonicus (por ejemplo, la cepa NCPPB
4053, o PD 408) en tampdn fosfato de concentracién 0,01
M de un cultivo de 3 a 5 dias {para la preparacion véase
el apéndice 2). Preparar en otro portachjetos controles
positivos de la cepa homéloga o de cualquier otra cepa
de referencia de C. m. subsp. sepedonicus, suspendida
en extracto de patata, tal como se especifica en el
apeéndice 2.

El usc de una oligosonda eubacteriana marcada con
FITC ofrece un control para el proceso de hibridacion, ya
que tenira todas las eubacterias que estén presentes en la
muestra.

Procesar el material de control de la misma manera
que la muestra 0 muestras.

5.1 Fijacién del extracto de patata

El protocole siguiente se basa en Wullings ef al, {1998}):

5.1.1 Preparar la solucion de fijacion (véase el apéndice 7).

5.1.2 Verter 100 ul de cada extracto de muestra en un
tubo eppendorf y centrifugar durante 8 minutos a 7 000 g.

5.1.3 Quitar el sobrenadante vy disclver el
precipitado en 500 yl de sclucion fijadora preparada con
menos de 24 horas de antelacion. Agitar e incubar de un
dia para otro a 4 °C.

El etanol al 96 % constituye una solucién fijadora
alternativa. Para utilizarlo, disolver el precipitado a partir
del paso 5.1.2. en 50 ul de tampén fosfato de
concentracion 0,01 M vy 50 ul de etanol al 96 %. Agitar la
mezcla e incubar a 4 °C durante 30 a 60 minutos.

5.1.4 Centrifugar durante 8 minutos a 7 000 g, quitar
el sobrenadante y resuspender el precipitade en 75 pl de

tampon fosfato de concentracion 0,01 M (véase el
apéndice 3).
5.1.5 Colocar 16 ul de las suspensiones fijadas en un

portaobjetos multiple limpio, tal como muestra la figura 3,
Aplicar 2 muestras diferentes por portaobjetos sin diluir v
utilizar 10 pl para realizar una dilucién al 1:100 {en tampon
fosfato de concentracion 0,01 M). La solucion de la
muestra restante (49 pl} puede almacenarse a - 20 °C tras
la adicion de 1 volumen de etancl al 96 %. En el casc de
que sea necesario repetir la prueba FISH, separar el etanol
mediante centrifugacién y afadir un volumen equivalente
de tampén fosfato de concentracion 0,01 M (mezclar
mediante agitacién).
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Figura 3

Cistribucion del porlachjetos para la prueba FISH

5.1.6 Secar los portaobjetos al aire (o con secador
de portaobjetos a 37 °C) y fijarlos flameandolos.

El procedimientc puede interrumpirse en esta fase,
pudiéndose proseguir con la hibridacion al dia siguiente.
Los portaobjetos deben almacenarse secos y sin polvo a
temperatura ambiente.

5.2 Prehibridacion e hibridacién

52.1 Preparar una sclucion de lisozima que
contenga 10 myg de lisozima {Sigma L-6876) en 10 ml de
tampén {100 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH 8,0). Esta
solucién puede almacenarse perc solo debe congelarse y
descongelarse una vez. Cubrir todas las muestras bien
con aproximadamente 50 pl de solucion de lisozima e
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente,
Sumergir los portaobjetos en agua desmineralizada una
dnica vez y secar con papel de filtro.

Alternativamente, en lugar de lisozima, anadir 50 pl
de 40-400 ug ml' de proteinasa K en tampon (20 mM
Tris-HCI, 2 mM CaCll,, pH 7,4) en cada pocillo e incubar a
37 °C durante 30 minutos.

5.2.2 Deshidratar las células en series de etanocl
escalonadas al 50 %, 80 % y 96 % durante 1 minuto cada
una. Secar las preparaciones en un portacbjetos.

5.2.3 Preparar una camara de incubacion hiumeda
recubriendo el fondo de una caja hermética con un
pafuelo de papel o papel de filtro empapade en 1x
hybmix {apéndice 7). Preincubar la caja en el horno de
hibridacién a 55 °C durante 10 minutos como minimo.

5.2.4 Preparar la solucion de hibridacion (apéndice 7}
con 45 pl por portachjeto, y preincubar durante 5 minutos
abbeC.

5.2.5 Colocar los portaobhjetos en una placa caliente
a 4b °C y aplicar 10 pl de solucion de hibridacién en cada
uno de los 4 pocillos del {c de los) portaobjetos.

5.2.6 Aplicar 2 cubreobjetos {24 x 24 mm) a cada
portacbjeto evitando la entrada de aire. Colocar los
portachjetos en la camara humeda precalentada y dejar
que se produzca la hibridacion de un dia para otre a 55 °C
en la oscuridad.

5.2.7 Preparar 3 vasos de precipitado que contengan
11 de agua ultrapura, 11 de 1x hybmix {334 ml 3x hybmix
y 666 ml de agua ultrapura} y 1| de 1/2x hybmix (167 ml

Muastra 1 Nada MNada Nada Muestra 2
O O C O O
pociilg 1 pocitla 2 pocilio 3 pacilic 4 pocilla 5
Muestra 1 Mada Nada Nada Muestra 2
O O O O O
pociilo & pacillo 7 pocilio 8 pacilio 9 pocillo 10
Cubreotjetos 1 Cubrenbjetos 2

3x hybmix y 833 ml de agua ultrapura). Preincubarlos al
Bafo maria a 55 °C.

5.2.8 AQuitar los cubreobjetos de los portaobjetos y
cclocar los portacbjetos en un soporte.

5.2.9 Lavar el excesc de sonda mediante incubacion
durante 15 minutos en el vaso de precipitado con 1x
hybmix a 55 °C.

5.2.10 Transferir el portaobjetos a una solucién de
lavado de hybmix al 1/2 e incubar durante otros 15 minutos.

5.2.11 Sumergir las preparaciones brevemente en
agua ultrapura y celocarlas en papel de filtro. Eliminar el
exceso de humedad cubriendo la superficie con cuidado
con papel de filtro. Verter de 5 a 10 pl de solucién de
montaje protectora de la fluorescencia (p. &j. Vectashield,
Vecta Laboratories, CA, USA o equivalente} en cada
pocillo y aplicar un cubreobjetos grande (24 x 60 mm}
sobre la totalidad de los portaobjetos.

5.3 Lectura de la prueba FISH:

531 Los portaobjetos deben examinarse inmedia-
tamente utilizando un microscopio epifluorescente a 630 o
1.000 aumentos con aceite de inmersién. Con un filtro
adecuado para isotiocianato de fluoresceina (FITC) las
células eubacterianas (incluidas la maycria de las células
gramnegativas) de la muestra aparecen tefidas de verde
fluorescente, Utilizando un filtro para tetrametilrodamina-
5-isotiocianato, las células de . m. subsp, sepedonicus
marcadas con Cy3 aparecen tenidas de rojo fluorescente.
Comparar la morfologia de las células con la de los
contrgles positivos. Las células deben ser fluorescentes
brillantes v estar completamente tenidas.

Debe repetirse la prueba FISH {puntc 9.4) si I3 tincion
es aberrante. Recorrer los pocillos a lo largo de dos
didmetros perpendiculares entre si vy alrededor del
perimetre. En el caso de muestras gue no presenten
celulas o solo un peqguefo nimere de ellas es preciso
observar como minimo 40 campos microscopicos,

5.3.2 Comprobar si hay células fluorescentes brillantes
con la morfelogia caracteristica de €. m. subsp. sepedonicus
en los pocillos de los portachjetos {vease el sitio web:
http:/fforum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).
La intensidad de la fluorescencia debe ser mejor que la
de la cepa de control positivo ¢ equivalente a la misma.
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Deberan descartarse las células que presenten una
tincion incompleta o cuya fluorescencia sea escasa.

5.3.3 En el caso que se sospeche cualquier posible
contaminacion, debera repetirse la prueba. Esto puede
ocurrir cuando todos los portacbjetos de un lote
presenten células positivas debido a la contaminacion del
tampén o cuando se encuentren células positivas (fuera
de los pocillos) en la superficie del portaobjetos.

5.3.4 Existen varios problemas inherentes a la
especificidad de la prueba FISH. En los precipitados de
cuhas basales y secciones de tallo de patata pueden
aparecer poblaciones de base de células fluorescentes de
morfologia atipica y bacterias saprofitas con reaccién
cruzada cuyc tamano y morfologia sean similares a los
de C. m. subsp. sepedonicus, aunque con mucha menor
frecuencia gue en la prueba IF.

5.3.6 Deben tenerse en cuenta unicamente las
celulas fluorescentes de tamano y morfologia tipicos
{véase el punto 5.3.2).

5.3.6 Interpretacion de los resultados de la prueba FISH:

i} se obtendran resultados vélidos en la prueba FISH
siempre que en todos los controles positivos y en ninguno
de los controles negativos se observen células tenidas de
verde fluorescente brillante, cuyo tamano y morfologia
sean los tipicos de las de C. m. subsp. sepedonicus,
cuando se utilice el filtro FITC, y células tenidas de rojo
fluorescente brillante cuando se utilice el filtro de
rodamina. Si se encuentran células fluorescentes brillantes
con morfologia caracteristica, calcular el numero medio de
células tipicas por campo microscopico y el nimero de
células tipicas por ml de precipitado resuspendidc
{apéndice 4). Las muestras que presenten al menos 5 x 10°
células tipicas por ml de precipitado resuspendido se
consideraran potencialmente contaminadas y serd preciso
realizar nuevas pruebas. Las muestras gue presenten
menos de 5 x 10° células tipicas por ml de precipitado
resuspendido se consideraran negativas,

iy los resultados de la prueba FISH seran negativos
cuando, utilizando el filtro de rodamina, no se observen
células tenidas de rojo flucrescente brillante con un
tamano y morfologia tipicos de C. m. subsp. sepedonicus,
siempre que se observen celulas tenidas de rojo
fluorescente brillante tipicas en las preparaciones de
control positivo cuando se utilice el filtro de rodamina.

6. PRUEBA PCR

Principio:

Cuandc se utilice la prueba PCR como principal
prueba de seleccidén y ésta proporcione resultados
positivos, deberd realizarse la prueba IF como segunda
prueba obligatoria de seleccion. Cuando se utilice la
prueba PCR como segunda prueba de seleccién y ésta
proporcione resultados positivos, serd precisc realizar las
pruebas establecidas en el diagrama de flujo para
completar el diagndstico.

La plena explotacion de este método como principal
método de seleccion sole se recomienda en el caso de que se
hayan adquirido conocimientos especializados del mismo.

Nota: Las pruebas preliminares realizadas con este
método deberan permitir la deteccidn reproducible de 10% a
10° células de C. m. subsp. sepedonicus por ml anadidas a
los extractos de muestras que previamente proporcionarcen
resultados negativos. Puede ser necesario llevar a cabo
experimentos de optimizacidn para lograr niveles maximos
de sensibilidad y especificidad en todos los laboratorios.

Deben utilizarse reactivos y protocolos PCR validados.
Seleccionar preferiblemente un método con control interno.

Tomar las precauciones necesarias para evitar la
coentaminacion de la muestra con el ADN buscado. La
prueba PCR deben llevarla a cabo técnicos experimentados
en laboratorios especializados en biclogia molecular, con el
fin de reducir al maximo la posibilidad de contaminacion
con el ADN buscado.

Como prueba final del procedimiento siempre deben
efectuarse controles negativos (extraccion de ADN y PCR}
que dejen constancia de que no se ha producido arrastre
de ADN.

En la prueba PCR deben incluirse los siguientes
controles negativos:

— extracto de la muestra que previamente haya
proporcionado resultados negativos para €. m. subsp.
sepedonicus,

— controles de tampén utilizados para extraer la
bacteria y el ADN de la muestra,

— mezcla para la reaccion PCR,

Deben incluirse los siguientes controles positivos:

— alicuotas de los precipitados resuspendidos a los
que se haya afadido . m. subsp. sepedonicus {para la
preparacion, vease el apéndice 2),

— una suspension de 10% células por ml de € m.
subsp. sepedonicus en agua de un aislado virulento (por
ejemplo, NCPPB 2140 o NCPPB 4053),

— siempre que sea posible, utilizar también ADN
extraido de las muestras de control positivas en la prueba
PCR.

Para evitar toda posible contaminacion, preparar los
controles positivos en un entorno distinto al de las
muestras gue se vayan a someter a prueba.

Los extractos de muestras deben estar, en la medida
de lo posible, libres de tierra. En determinados casos
puede ser recomendable preparar las extracciones a
partir de patatas lavadas cuando vayan a utilizarse
protocolos PCR.

6.1 Métodos de purificacion del ADN

Utilizar muestras de control positivas y negativas,
comao se indica mas arriba.

Procesar el material de control de la misma manera
que la muestra o muestras.

Para la purificacion del ADN buscado a partir de
sustratos de muestras complejas, existen diversos
métodos que eliminan los inhibidores de PCR y otras
reacciones enzimaticas vy concentran el ADN buscado en
el extracto de la muestra.
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El siguiente método ha sido optimizado para su
utilizacion con el métedo PCR validado que figura en el
apéndice 6,

6.1.a} Método de Pastrik {2000}:

1.  Verter con una pipeta 220 yl de tampdn de lisis {100
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) en
un tube eppendorf de 1,5 ml.

2. Anadir 100 ul de extracto de muestra y colocar en
un calentador o al bane maria a 26 °C durante 10 minutos.

3.  Colocar el tubo en hielo durante 5 minutos.

4,  Apadir 80 ul de solucién madre de lisozima (50
mg de lisozima por ml en 10 mM Tris HCI, pH 8,0} €
incubar a 37 °C durante 30 minutos.

5.  Anfadir 220 pl de solucién A Easy DNA®
{Invitrogen}, mezclar adecuadamente por agitacién e
incubar a 65 *C durante 30 minutos.

8. Anadir 100 pl de solucion B Easy DNA®
{Invitrogen} y agitar vigorosamente hasta gue el
precipitado se mueva libremente en el tubo vy la muestra
sea uniformemente viscosa.

7. Anadir 500 pl de cloroformo y agitar hasta que
disminuya la viscosidad y la mezcla sea homogénea.

8. Centrifugar a 15.000 g durante 20 minutos a 4 °C
para separar las fases y formar la interfase.

9,  Transferir la fase superior a un tubo eppendorf
sin utilizar.

10. Anadir 1 ml de etanol al 100 % (- 20 °C), agitar
brevemente e incubar en hiele durante 10 minutos.

11. Centrifugar a 15.000 g durante 20 minutos a 4° C
y retirar el etanol del precipitado.

12. Anadir 500 pl de etanol al 80 % (- 20 °C) y
mezclar invirtiendo el tubo.

13. Centrifugar a 15.000 g durante 10 minutos a 4° C,
guardar el precipitade y retirar el etancl.

14. Dejar que el precipitado se seque al aire © en un
Speed Vac de ADN.

15. Resuspender el precipitado en 100 pl de agua
ultrapura estéril v dejar a temperatura ambiente durante
un minimo de 20 minutos.

16. Almacenar a - 20 °C hasta gue se necesite para PCR.

17. Decantar todo precipitade blanco mediante
centrifugacion, y utilizar 5 pl del scbrenadante que
contenga ADN para la prueba PCR.

8.1.b)

Se pueden aplicar otros métodos de extraccion de
ADN {como p. gj. Qiagen DNeasy Plant Kit} siempre que
hayan demostrado ser igual de eficaces para purificar el
ADN de muestras de control que contengan de 10° a 10¢
células patégenas por ml.

6.2 PCR

6.2.1 Preparar los ensavos controles de PCR de
acuerdo con el protocole validado {apéndice 6). Preparar
una dilucidn decimal de extractc de ADN de la muestra
{1:10 en agua ultrapura}.

6.2.2 Preparar la mezcla de reaccion PCR adecuada
en un entorno libre de contaminacién de acuerdo con el
protocolo publicado {apéndice 6). El protocolo PCR

Otros métodos

validado es una reaccién «multiplexs»
incorpora un protocole PCR interno.

6.2.3 Anadir b ul de extracto de ADN por 25 ul de
reaccion PCR en tubos PCR estériles.

6.2.4 Incorporar una muestra de control negativa
que contenga sélo mezcla de reaccién PCR y anadir la
misma fuente de agua ultrapura utilizada en la mezcla
PCR en lugar de la muestra.

6.2.5 Colocar los tubos en el mismo termociclador
utilizado en las pruebas preliminares y aplicar el
programa PCR optimizade adecuado {apéndice 6).

que también

6.3 Analisis del producto de la PCR

6.3.1 Confirmar los amplicones PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa. Correr al menos 12 pl de
mezcla de reaccion de ADN amplificada de cada muestra
mezclada con 3 pl de tampén de carga {apéndice 6) en un
gel de agarosa al 2,0 % (p/v) en tampon tris-acetato-EDTA
{TAE) {apéndice 6} a 5-8 V por cm. Utilizar un marcador
de ADN adecuado, por ejemplo, 100 bp ladder.

6.3.2 Revelar las bandas de ADN mediante la tincién
con bromure de etidio (0,56 mg por I} durante 30 a 45
minutos, tomande las precauciones adecuadas para el
manejo de este mutageno.

6.3.3 En el caso de los productos PCR amplificados
del tamano esperado (apéndice 6), visualizar el gel tefido
mediante transiluminacion UV de onda corta (por
ejemplo, =302 nm) y anotar los resultados.

6.3.4 Para todos los resultados o casos nuevos,
verificar la autenticidad del amplicon de PCR realizandc
un analisis con enzima de restriccion en una muestra del
ADN amplificade restante mediante la incubacidén a la
temperatura éptima vy durante el tiempe necesario con
una enzima y tampon adecuados [véase el apéndice 6).
Confirmar los  fragmentos  digeridos  mediante
electroforesis en gel de agarosa, siguiendo el método
indicado anteriormente, y observar el patron
caracteristico del fragmento de restriccion con
transiluminacién UV una vez tenido con bromuro de
etidic y comparar con el control positive no digeride y
digerido.

Interpretacion de los resultados de la prueba PCR

La prueba PCR es negativa si el amplicon PCR
especifico de la C. m. subsp. sepsdonicus del tamano
esperado no se detecta en la muestra en cuestion pero si
en todas las muestras de los controles positives (en el
caso de PCR «multiplex» con cebadores de control
interno especificos de la planta, se debe amplificar con la
muestra en cuestion un segundo producto PCR del
tamano esperadao).

La prueba PCR es positiva si se detecta el amplicén
PCR especifico de la € m. subsp. sepsdonicus del
tamano y patron de restriccion {cuando sea necesario)
esperados, siempre gue no se amplifiqgue a partir de
ninguna de las muestras de los controles negativos. La
confirmacion fiable de un resultado positivoe puede
obtenerse también repitiendo la prueba con un segundo
conjunto de cebadores PCR (puntc 9.3).
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Nota: Se puede sospechar la inhibicién de la PCR si el
amplicon esperado se obtiene de la muestra de control
positiva que contiene C. m. subsp. sepedcnicus en agua
pero s& obtienen resultados negativos de los controles
positivos con C. m. subsp. sepedonicus en extracto de
patata. En protocolos PCR «multiplex» con controles PCR
internosg, la inhibicion de la reaccidon aparece indicada
cuando no se obtiene ninguno de los dos amplicones.

Se puede sospechar la existencia de contaminacion si
el amplicon esperado se obtiene a partir de uno o varios
de los controles negativos.

7. PRUEBA DE BIOENSAYO

Nota: Las pruebas preliminares realizadas con este
método deberan permitir la deteccién reproducible de 10°
a 10* unidades de formacién de colonias de C. m. subsp.
sepedonicus por ml anadidas a los extractos de muestras
que previamente proporcionarcn resultados negativos
{para la preparacién vease el apéndice 2).

La maxima sensibilidad de deteccion se alcanzara cuando
se utilicen extractos de muestras que se acaben de preparar y
cuando las condiciones de cultivo sean las éptimas. No
obstante, este método puede aplicarse también con éxitc a
extractos que se hayan almacenado en glicercl a una
temperatura comprendida entre — 68 y — 86 °C.

Algunas variedades de berenjena constituyen un
medic de enriguecimiento selective excelente para la
proliferacién de C. m. subsp. sepedonicus, incluso en
ausencia de sintomas, y facilitan también una prueba
confirmatoria de huésped excelente.

Las condiciones de cultivo deben ser optimas para
reducir el riesgo de obtener falsos resultados negativos
en las pruebas.

Para mas detalles sobre el cultivo, véase el apéndice 8.

7.1 Distribuir la totalidad de la alicucta de prueba
socbrante del precipitado resuspendido de los puntos
3.1.8. 0 3.2.5. entre las berenjenas, siguiendo uno de los
métodos que se exponen a continuacién (7.3. ¢ 7.4.).
Utilizar exclusivamente plantas que se encuentren en la
fase foliar 2 - 3 y hasta la plena expansion de la tercera
hoja verdadera, A fin de garantizar la utilizacién completa
del precipitade resuspendido, asi como la incculacion
efectiva, se requeriran entre 15 vy 25 berenjenas por
muestra para los procedimientos que se esbozan a
continuacion.

7.2 Las berenjenas no deben regarse de unc a dos
dias antes de la inoculacion para reducir la presién de

turgencia.
7.3 Incculacién en estrias.
7.3.1 Sosteniende la planta entre dos dedos

apliquese con una pipeta una gota {de unos 5-10 pl} del
precipitado en suspension en el tallo situado entre los
cotiledones v la primera hoja.

7.3.2 Con un bisturi estéril practicar una incisidn
diagenal de aproximadamente 1,0 cm de largo y una
profundidad de aproximadamente 2/3 del grosor del tallo,
comenzando el corte a partir de la gota del precipitado,

7.3.3 Sellar el corte con vaselina estéril con una
jeringa.

7.4 Inoculacién con jeringa.

Inocllense los tallos de la berenjena justo por encima
de los cotiledones utilizando una jeringa provista de
aguja hipodérmica (no menos de 23G). Distribuir la
muestra entre las berenjenas.

7.5 Como controles positivas, inocular b plantas con
una suspension acuosa de 10% a 10% células por ml de un
cultivo conocide de £ m. subsp. sepedonicus y, siempre
que sea posible, con tejido de tubércule infectado de
forma natural (véase el punto 4) mediante el mismo
metodo de inoculacién {7.3. 0 7.4.).

7.6 Como control negative, inocular 5 plantas con
tampon de precipitado estéril mediante el mismo método
de inoculacién {7.3. ¢ 7.4.).

7.7 Incubar las plantas en instalaciones adecuadas
para la cuarentena durante un maximo de 4 semanas a
una temperatura de 18 a 24 °C. Incubar las plantas con
suficiente luz y un elevado nivel de humedad {70 a 80 %)
y agua, evitando que el agua se estangue y que las
plantas se marchiten por falta de agua. Las células de C,
m. subsp sepedonicus mueren a temperaturas superiores
a 30 °C v la temperatura éptima es 21 *C. Para evitar la
contaminacién se deben incubar las plantas de control
positivo ¥ negative en bancos claramente separados en
un invernadero o camara de cultivo; en el caso de que se
disponga de un espacio reducido, garantizar la estricta
separaciéon entre tratamientos, En el caso de que plantas
para distintas muestras deban incubarse juntas, deben
separarse con las pantallas adecuadas. Durante la
fertilizacién, el riego, la inspeccién y cualguier otra
manipulacion deben extremarse las precauciones para
evitar la contaminacion cruzada. Es esencial mantener los
invernaderos y las camaras libres de toda plaga de
insectos, ya que estos pueden transmitir la bacteria de
una mueastra a otra.

7.8 Transcurrida una semana, examinar con
regularidad a fin de detectar los sintomas. Contar el
nimero de plantas que muestren sintomas. €. m. subsp.
sepedonicus provoca el marchitamiento de las hojas en
las berenjenas, que puede iniciarse con flacidez
internervial o de los bordes. El tejido marchito puede
aparecer al principio de cclor verde oscuro o moteado,
pero se vuelve mas palide antes de necrosarse. Las zonas
de marchitamienta internerviales suelen tener un aspecto
graso ¢ himedo como empapados en agua. El tejide
necrosado presenta a veces un borde amarillo brillante.
Las plantas no estan necesariamente muertas; cuanto
mas tardan en aparecer los sintomas, tanto mayor s la
posibilidad de supervivencia. Las plantas pueden superar
la infeccién. Las berenjenas jovenes son mucho mas
sensibles a las poblaciones bajas de . m. subsp.
sepedonicus que las plantas de mas edad, por lo que es
necesario utilizar plantas en el estadio foliar 3, o
inmediatamente antes del mismo.

El marchitamiento puede estar inducido también por
poblacicnes de otras bacterias u hongos presentes en el
precipitado de tejido tuberoso. Entre estos se incluyen
Ralstonia solanacearum, Erwinia carptovora subsp.
carotovora y E. carotovora subsp. atroseptica, Erwinia
chrysanthemi, Phoma exigua var. foveata, asi como
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grandes poblaciones de bacterias  saprofitas. En
particular, Erwinia chrysanthemi puede provocar
sintomas y marchitamiento en las hojas muy parecidos a
los de C. m. subsp sepedonicus. La unica diferencia en el
caso de las infecciones causadas por Erwinia
chrysanthemi es el ennegrecimientc de los tallos. Dichos
marchitamientos se pueden distinguir de los causados
por €. m. subsp. sepedonicus, porque se marchitan
rapidamente hojas ¢ plantas enteras. También puede
prepararse una tincion de Gram, esta prueba diferenciara
a C. m. subsp. sepedonicus de Erwinia ssp.

7.2 Tan pronto como se observen sintomas en las
berenjenas debera procederse al reaislamiento, utilizando
secciones de tejido foliar ¢ del tallo de las plantas
marchitas (véase el punto 3.1.3 para la maceracién del
tejido). Desinfectar la superficie de las hojas y tallos de
berenjena frotandoclos con etancl al 70 %. Realizar una
prueba IF o PCR con la savia de la planta de berenjena vy
aislar en medios (selectivos) adecuados (véase el
punto 8). Tambien puede prepararse una tincion de Gram
{apéndice 9). Identificar los cultivos purificados de
presunta €. m. subsp. sepedonicus y confirmar la
patogenicidad (veanse las secciones 9 v 10},

7.10 En determinadas circunstancias, en particular
cuando las condiciones de cultivo no sean optimas,
puede ocurrir que . m. subsp. sepedonicus esté
presente de forma latente en las berenjenas, incluso
después de periodos de incubacidon de hasta 4 semanas.
En el caso de que, transcurridas 4 semanas, no se
observen sintomas, realizar una prueba IF/PCR con una
muestra mixta de secciones de tallo de 1 cm de cada
planta tomadas por encima de la seccién de inoculacidon.
Si los resultados de la prueba son positivos, debera
procederse al reaislamiento en medios (selectivos)
adecuados de acuerdo con el procedimiento descrito en
el puntc 8. Identificar los cultivos purificados de posible
C. m. subsp. sepsdonicus y confirmar la patogenicidad
{secciones 9y 10).

Interpretacion de los resultados de la prueba del
bicensayo

Se obtendran resultades validos en la prueba del
bicensayo cuande las plantas de control positive
muestren sintomas tipicos, se puedan reaislar las
bacterias de dichas plantas v no se detecten sintomas en
los controles negativos.

Los resultados de la prueba del bioensayo seran
negativos si las plantas sometidas a la prueba no estan
infectadas por C. m. subsp. sepedonicus y siempre que
se detecte la C. m. subsp. sepedonicus en los controles
positivos.

Los resultados de la prueba del bioensayo seran
positivos cuando las plantas sometidas a la prueba estén
infectadas por C. m. subsp. sepedonicus.

8. AISLAMIENTO DE C. m. subsp. sepedonicus

Nota: El diagnostico sélo estara completo cuando se
haya aislado e identificado {véase el punto 2 C. m.
subsp. sepedonicus, vy posteriormente confirmado
mediante una prueba de patogenicidad {(punto 10}

Aunque C. m. subsp sepedonicus es un organismo
delicado, puede aislarse a partir de tejido sintomético.

No obstante, puede verse inhibida por las bacterias
saprofitas que proliferan rapidamente y, por tanto, los
aislamientos directos a partir del precipitado de tejido
tuberoso o del talle {punto 3.1.6. 0 3.2.5.} son dificiles. El
aislamiento directo de €. m. subsp. sepedonicus se
puede realizar con un medio selective y la dilucién
adecuada del precipitade resuspendido de las cunhas
basales o tallos de patatas.

Los aislamientos se realizaran con todos los
tubérculos o secciones de tallo de patata sintométicos vy
con las berenjenas en las no se observen sintomas perc
con las que la prueba IF/PCR realizada a partir de la
muestra mixta haya arrojadc resultados positivos {véase
el punto 7.10.). Cuando sea necesario, la maceracion de
los tallos de berenjena debera realizarse siguiendo el
procedimiento descrite en el punto 3.1.3,

Como controles positivos  preparar  diluciones
decimales a partir de una suspension de 10 ¢fu por ml de
C. m. subsp. sepedonicus {(p. g). NCPPB 4053 o PD 406).
Para evitar cualquier posibilidad de contaminacidn,
preparar los controles positivos separadamente de las
muestras que se vayan a someter a prueba.

Cada lote de medio selectivo que se prepare debera
someterse a prueba a fin de determinar su idoneidad
para el cultivo del patéogeno con anterioridad a su
utilizacion en pruebas con muestras rutinarias.

Procesar el material de control de la misma manera
gue la muestra o muestras.

8.1 Siembra en medio selectivo

8.1.1 A partir de una alicuota de 100 pl de una
muestra de precipitado de patata resuspendido o de
savia de berenjena, realizar diluciones decimales en
tampén de precipitado {apéndice 3),

8.1.2 El aislamiento a partir de precipitado de patata
sin diluir no suele funcionar debido a la lentitud de
crecimiento de C. m. subsp sepedonicus y a la
competencia de saprofitas. Dado que en los tejidos
infectados suele haber poblaciones elevadas de la
bacteria, las saprofitas se diluyen normalmente, mientras
que el patogeno persiste. Se recomienda, por tanto,
recurrir a la téenica de la extensidn en placa y extender,
con ayuda de un asa de extension {«palos de hockey»),
100 pl de cada una de las muestras, en diluciones de
1100 hasta 1/10 000, en medio MTNA o NCP-88
{apéndice B) (si se utilizan placas de Petri de 90 mim de
didmetro, se deberd ajustar el velumen para tamanos
alternativos de placa).

Mota: Otra estrategia alternativa consiste en extender la
alicuota inicial de 100 pl de precipitado de patata en una
primera placa de agar con ayuda de un aplicador y
posteriormente extender, en estrias, todos los residuocs
que queden en el aplicador en una segunda placa de
agar. Repetir por altimo con una tercera placa, logrando
asi, mediante el aplicador, el efecte de dilucién en las
placas.

8.1.3 Incubar las placas en la oscuridad a una
temperatura de 21 a 23 °C.
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8.1.4 Las observaciones iniciales de las placas,
incluidos los recuentos de colonias tipicas de la C. m.
subsp. sepedonicus en relacién con las placas de control,
se realizan 3 dias después, con recuentos posteriores
transcurridos 5, 7 y, finalmente, 10 dias.

8.2 Purificacién de las colonias sospechosas

Nota: El subcultivo de colonias de aspecto similar a C.
m. subsp. sepedonicus debe realizarse en medios YMG
para la inoculacién de berenjenas yfo la posterior
identificacion. Esto debe realizarse antes de gue las
placas crezcan demasiado, es decir, preferiblemente
transcurridos de 3 a 5 dias.

8.2.1 Practicar una siembra en estrias de colonias de
aspecto similar a la C. m. subsp. sepedonicus en la
superficie de uno de los siguientes medios (apéndice 5
agar de dextrosa nutritivo {NAD) {para su utilizacion
exclusiva en el subcultivo), agar de levadura, peptona,
glucosa (YPGA)}, agar de extracto de levadura, sales
minerales (YGM).

Incubar a 21-24 °C durante 10 dias como maximo.

C. m. subsp. sepedonicus crece lentamente y suele pro-
vocar unas colonias punteadas, de color crema, de forma
abovedada, en el plazo de diez dias. [Fotos de colonias
tipicas de . m. subsp. sepedonicus {véase el sitio web;
http:/Hforum.europa.eu.int/Public/ire/sanco/Home/main}].

B.2.2 Volver a sembrar en estrias para obtener
cultivos puros,

El ritmo de crecimiento mejora con subcultivos, Las
colonias tipicas son de color blance crema o mardfil,
amarillas en occasiones, redondeadas, lisas, abultadas,
abovedadas en forma convexa, mucosc-fluidas, con bordes
intactes y normalmente de un diametro de 1a 3 mm.

Upa simple tincion de Gram {apéndice 9} puede
resultar otil para seleccionar colonias para pruebas
posteriores,

8.2.3 Identificar los supuestos cultivos (véase el punto 9)
y realizar una prueba de patogenicidad {vease el punto 10}.

9. IDENTIFICACION

Identificar cultivos puros de posibles aislados de C. m.
subsp. Sepedonicus, utilizando al menos dos de las pruebas
siguientes basadas en principios biologicos diferentes.

Cuando proceda, incluir cepas de referencia conocidas
para cada prueba efectuada, como controles positivos.

9.1 Pruebas de identificacién nutricional v enzimatica

Determinar las propiedades fenotipicas siguientes que
estén universalmente presentes ¢ ausentes en la £ m.
subsp. sepedonicus, de acuerdo con los métodos de
Lelliott y Stead {1287), Klement et al, (1990}, Schaad {2001},
Anénimo {1987).

Incubar todos les medios a 21 °C y examinar
transcurridos 6 dias. Si no se ha producido crecimiento,
incubar 20 dias.

En tedas las pruebas deberd incluirse un control
conocido de €. m. subsp. sepedonicus. Las pruebas
fisiolégicas y nutricionales deberan realizarse utilizando
inoculaciones de subcultivos en agar nutritivo. Las

comparaciones morfolégicas deberan realizarse a partir
de cultivos de agar de dextresa nutritivos.

Pruebas Resultado esperado

Prueba de la oxidacion/fermentac. {O/F})  |Inerte o ligeramente
oxidante
Actividad oxidasa -
Crecimiento a 37 °C -
Actividad ureasa -
Hidrélisis de la esculina +
Hidrélisis del almiddn
Talerancia de Nall al 7 % -
Produccidn de indol -
Actividad catalasa +
Produccidn de H.S -
Utilizacién de citrato -
Licuefaccion de la gelatina -
Produccién de &cido de glicerol

Produccién de &cido de lactosa

Produccién de &cido de ramnosa -
Produccién de &cido de salicina -
Tincion de Gram {apéndice 9) +

9.2 PruebalF

a} Preparar una suspension de aproximadamente
10% células por ml en tampdn IF {apéndice 3).

b} Preparar una serie de diluciones a 1/2 de un
antisuerp adecuado.

c} Aplicar el procedimiento IF (punto 4).

d} La prueba IF sera positiva si el titulo IF del cultivo
es equivalente al del control positivo.

9.3 Prueba PCR

a} Preparar una suspension de aproximadamente
10% células por ml en agua ultrapura.

b} Calentar 100 pl de la suspensién celular en tubos
cerrados en un calentader o al bafo maria a 100 °C
durante 4 minutos. 31 fuese necesario, la adicion de NaCH
recién preparado a una concentracion final de 0,05 M
puede ayudar a la lisis celular. Las muestras pueden
almacenarse entonces a una temperatura de - 16 a - 24 °C
hasta que sea necesario.

¢} Aplicar los procedimientos PCR adecuados para
amplificar los amplicones especificos de & m. subsp.
sepedonicus {por ejemplo, Pastrik, 2000; wvéase el
apeéendice 4; Li y de Boer, 1895; Mills et al., 1997; Pastrik y
Rainey, 1999; Schaad st af., 1999).

d} Se logrard la identificacion positiva de C. m.
subsp. sepedonicus si los amplicones de PCR son del
mismo tamano y presentan polimorfismos del fragmento
de restriccién con la misma longitud que los de la cepa
de control positivo.

9.4 Prueba FISH

a} Preparar una suspension de aproximadamente
10% células por ml en agua ultrapura.

b} Aplicar el procedimientc FISH {punto 5).

¢} La prueba FISH sera positiva si se obtienen las
mismas reacciones del cultivo v el control positivo.
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9.5 Perfiles de acidos grasos (Fatty acid profiling o FAP}

a} Mantener el cultivo en agar de tripticasa de soja
{Oxoid} durante 72 horas a 21 °C (+/~ 1°).

b} Aplicar un procedimiento FAP adecuado {Janse,
1991; Stead, 1992).

c) La prueba FAP sera positiva si el perfil del supuesto
cultivo es idéntico al del control positivo. Los acidos grasos
cuya presencia es caracteristica son 15:1 Anteisoc A, 15:0 Iso,
15:0 Anteisa, 16:0 Iso, 16:0 y 17:0. El Anteisc es altamente
indicativo de C. m. subsp sepedonicus. Otros géneros tales
como Curtobacterium, Arthrobacter y Micrococcus cuentan
también con algunos de estos acidos. No obstante, el 15:1
Anteisc A es un acido raro en estas bacterias gue, sin
embargo, esta presente en todas las spp. Clavibacteren una
proporcion que oscila entre el 1y el 5 %. En C. m. subsp
sepedonicus el valor se situa normalmente en torno al 5 %.

9.6 BOX-PCR

a} Preparar una suspension de aproximadamente
10% células por ml en agua ultrapura.

b} Aplicar la prueba con arreglo al procedimiento
{Smith et af,, 2001},

10 PRUEBA DE CONFIRMACION DE PATOGENCIDAD

Como confirmacion final del diagnostico de €. m.
subsp. sepedonicus y para la evaluacion de la virulencia
de cultivos identificados come €. m. subsp. sepedonicus

10.1 Preparar un indculo de aproximadamente 109
células por ml de cultivos de 3 dias del aislado que se
vaya 8 someter a prueba vy de una cepa de control
positivo adecuada de C. m. subsp. sepedonicus.

10.2 Inocular entre 5 y 10 tallos de plantulas de
berenjena en la fase de la tercera hoja (punto 7.3. ¢ 7.4.).

10.3 Incubar a una temperatura de 18 a 24 °C, con
luz suficiente, humedad relativa alta y riego adecuado,
evitando tanto el estancamiento del agua como el estrés
provocado por la sequia {punto 7.7) Con los cultivos
puros deberd obtenerse el marchitamiento tipico en el
plazo de dos semanas.

Transcurrido este plazo, las plantas que nc muestren
sintoma alguno {véase el punto 7.8.} deberan incubarse
durante un maximo de 3 semanas a temperaturas que
favorezcan su crecimiento pero que no superen los 26 °C
{apéndice 8). Si después de 3 semanas nc se presentan
los sintomas, no podra confirmarse que el cultive es una
forma patdgena de C. m. subsp. sepedonicus.

10.4 Aislar de las plantas sintomaticas separando
una seccion de tallo que esté 2 cm por encima de la
seccién de incculacién. Dilacerar y suspender en un
peguefio volumen de agua destilada estéril o en tampon
fosfato 50 mM (apéndice 3). Aislar de la suspension
mediante dilucion, extendiendo o aplicandc en estrias en
MTNA e YPGA (apéndice B), incubar entre 3 v 5 dias a
una temperatura de 21 a 23 °C y examinar la formacion

debe realizarse la prueba de patogenicidad. de colonias tipicas de €. m. subsp. sepedonicus.
Apéndice 1
Laboratorios dedicados a la optimizacién y la validacion de los protocolos
Laborataria (1) Ciudad Pais
Agentur fur Gesundheit und Erndhrungssicherheit Wiena y Linz Austria
Cepartement Gewasbescherming Merelbeke Bélgica
Plantedirektoratet Lyngby Dinamarca
Central Science Laboratory York Inglaterra
Scottish Agricultural Science Agency Edimburgo Escocia
Lahoratoire National de la Protection des Vegetaux, Unité Bactericlogie Angers Francia
Labarataire National de |la Protection des Végétaux, Station de Quarantaine de la Pornme de Terre Le Rheu Francia
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow | Alemania
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Alemania
State Laboratory Irlanda Dublin
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen |Paises Bajos
Norwegian Crop Research Institute, Plant
Protection Centre Aas Noruega
Direccao-Geral de Proteccao das Culturas Lisboa Portugal
MNacionalni institut za biologijo Liubliana Eslovenia
Centro de Diagnéstico de Aldearrubia Salamanca Espana

{1) Cientificos de contacto: véase el sitio web
http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main,
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Apéndice 2

Preparacion de controles positivos y negatives para las
pruebas de seleccion basicas PCR/IF y FISH

Preparar un cultivo de 72 horas de una cepa virulenta
de C. m. subsp. sepedonicus [NCPPB 4083 ¢ PD 406] en
medio base MTNA y suspender en tampén fosfato 10 mM
para cbtener una concentracion de aproximadamente 1 a
2 x 10¢ cfu por ml. Esto se obtiene normalmente mediante
una suspension ligeramente turbia equivalente a una
densidad dptica de 0,20 a 600 nm.

Separar las cuhas basales de 200 tubérculos de una
variedad de piel blanca conocida por estar exenta de C.
m. subsp. sepedonicus.

Procesar las cunas basales
resuspender el precipitado en 10 ml,

Preparar 10 microviales estériles de 1,5 ml con 900 ul
del precipitado resuspendido.

Transferir 100 pl de la suspensién de C. m. subsp.
sepedonicus al primer microvial. Homogeneizar por
agitacién.

Establecer niveles decimales de contaminacion reali-
zando nuevas diluciones en los 5 microviales siguientes.

Los 6 microviales contaminados se utilizardn como
controles positivos. Los 4 microviales no contaminados
se utilizardn como controles negativos. Etiquetar los
micraviales como corresponda.

Preparar alicuotas de 100 ul en microviales estériles
de 1,5 ml para obtener de este modo 9 réplicas de cada
muestra de control. Almacenar a una temperatura de - 16
a - 24 °C hasta su usc.

como  siempre ¥y

La presencia y la cuantificacion de € m. subsp.
sepedonicus en las muestras de control deberd confirmarse
en primer lugar mediante una prueba IF.

Para la prueba PCR, extraer ADN de las muestras de
control positivas y negativas para cada serie de muestras
de ensayo.

Para las pruebas IF y FISH, realizar ensayos con las
muestras de control positivas y negativas para cada serie
de muestras de ensayo.

En las pruebas IF, FISH y PCR, debe detectarse C. m.
subsp. sepedonicus en al menos 10% y 10* células/ml de los
controles positivos v en ninguno de los controles negativos.

Apéndice 3
Tampones para los métodos de prueba

GENERAL: Los tampones esterilizados pueden almace-
narse sin abrir hasta un ano.

1. Tampones para el procedimiento de extraccion
1.1 Tampon de extraccion (tampon fosfato 50 mM, pH 7,0)

Este tampdn se utiliza para la extraccion de la bacteria
del tejido de las plantas mediante homogeneizacion o
agitacion.

Na:HPO, {anhidro) 4,26 g
KHzPOq 2,72 d
Agua destilada 1,00 1

Disclver los ingredientes, verificar el pH v esterilizar
en autoclave a 121 “C durante 15 minutos.

Los siguientes componentes adicionales pueden
resultar utiles:

Finalidad Cantidad (por |}
Copos de Lubrol Defloculante (¥} 05g
Compuesto DC silicona antiespumante Antiespumante (¥} 1,0 ml
Pircfosfato tetrasodico Antioxidante 1,09
Polivinilpirrolidona -40 000 {PVP-40) Unir los inhibidores PCR 50 g

{*} Para su utilizacién en el método de extraccion por homogeneizacién.

1.2 Tampdén de extraccion (tampdn fosfato 10 mM,
pH 7.2)
Este tampén se utiliza para la resuspension y la dilucion

de extractos de cunas basales de tubérculos de patata tras
la concentracion en un precipitade mediante centrifugacion.

NazHPO4.12H20 2,7 g
NaH2P04.2H20 0,4 g
Agua destilada 1,001

Disclver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar
en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

2. Tampones para la prueba IF

2.1 Tampdn IF [tampdn fosfato salino (PBS) 10 mM,
pH 7,2]

Este tampdn se utiliza para la dilucién de anticuerpos.

NazHPC..12H,0 2749
NaH;P0,4.2H.0 0449
NaCl 80g
Agua destilada 1,001

Disclver los ingredientes, verificar el pH vy esterilizar
en autoclave a 121 “C durante 15 minutos.

2.2 Tampon IF-Tween

Este tampon se utiliza para lavar los portaobjetos.
Anadir Tween 20 al 0,1 % al tampédn IF.

2.3 Soclucion de glicerol con tampdn fosfato, pH 7,6

Este tampodn se utiliza como fluido de montaje en los
pocillos de los portacbjetos de IF para aumentar la
fluorescencia.

NazHPO4.12H20 3,2 d
NaH;PO4.2H,0 0,15 ¢
Glicerol 50 ml
Agua destilada 100 ml

En el mercado se pueden encontrar soluciones de
montaje gue protegen la flucrescencia, como p. €j.,
Vectashield® (Vector Laboratories) o Citifluor® {Leica).
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Apéndice 4 MgS50..7H.0 01g
Determinacion del nivel de contaminacion en las pruebas Rn:gm.mo 060(1)2 g
IFy FISH FeS0..7H,0 0,005 g
1. Contar el numero de células fluorescentes tipicas Bacto-agar [Difco) 18g¢g

por campo de vision (c).

2. Calcular el namero de células fluorescentes tipicas

por pocillo del portaobjetos del microscopio {C).
C=cx5&/s
donde

S = superficie del pocillo del portachjetos multiple y
s = superficie del campo del objetivo

s = Mi%4GK?
donde

i = coeficlente de campo {varia de 8 a 24 dependiendo
del tipo ocular}

K = coeficiente del tubo {1 0 1,25)

G = aumentos del objetivo (100x, 40x, etc.)

3. Calcular el ndamero de células fluorescentes
tipicas por ml de precipitado resuspendido {N}.

N=Cx1.000/ xF
Donde

v = volumen de precipitado resuspendidc en cada
pocilloy
F = factor de dilucion del precipitado resuspendido.

Apeéndice 5
Medios para el aislamiento y cultivo de C. m. subsp. sepedonicus
a}l Medios de cultivo generales:

Agar nutritivo (NA}

Agar nutritivo {Difco)
Agua destilada

23049
1,001

Disclver los ingredientes y esterilizar en autoclave a
121 °C durante 15 minutos.

Agar de dextrosa nutritivo (NDA)

Agar nutritivo de Difco Bacto con un 1 % de D{+)-
glucesa {monohidrato). Esterilizar en autoclave a 115 °C
durante 20 minutos.

Agar de fevadura, peptona, glucosa (YPGA)

Extractc de levadura (Difco) 50qg
Bacto-peptona [Difco) 5049
D{+)-glucosa (monohidrato) 10,0g
Bacto-agar (Difco} 15,09
Agua destilada 1,00 |

Disclver los ingredientes y esterilizar en autoclave a
121 *C durante 15 minutos,

Medio de sales minerales, extracto de levadura (YGM)

Bacto-extracto de levadura {Difco) 200
D{+)-glucosa (monohidrato) 259
KzHPO4 0,26 d
KH.PO, 0.25¢

Agua destilada 1,001

Disolver los ingredientes y esterilizar voldmenes de medio
litro de este medio en autoclave a 115 °C durante 20 minutos.
b} Medios de cultivo selectivo validados:

Medio MTNA

A menos que se especifique de otra manera, todos
los componentes de los medios son de BDH.

Extractc de levadura (Difco) 20qg
Manitol 25g
K:HPO, 0,259
KH2PO4 0,26 d
NaCl 0,06¢g
MgS0..7H,0 019
MnS0,.H.0 0,015 g
Fe50..7H.0 0,005 g
Agar (Oxoid no 1} 16,0 g
Agua destilada 1,01

Disclver los ingredientes y ajustar el pH a 7,2. Tras
esterilizar en autoclave (a 121 °C durante 15 minutos) y
enfriar a 50 °C, anadir los siguientes antibidticos: 0,06 g
de trimetoprim, 0,002 g de Acido nalidixice y 0,01 g de
anfotericina B.

Soluciones antibidticas estandar: trimetoprim {Sigma) y
acido nalidixico (Sigma} {en ambos casos a 5 mg/ml), en
metanol al 96 %, anfotericina B {Sigma} {1 mg/ml} en dimetil
sulfoxido. Las soluciones estandar se esterilizan por filtracion.

Nota: La durabilidad del medic base es de 3 meses.
Una vez afadidos los antibioticos, la durabilidad es de
1 mes siempre que se mantengan refrigerados,

Medio NCP-88

Agar nutritivo {Difco) 23¢qg
Extracte de levadura (Difco) 2g
D-manitol 5g
KzHPO4 2 d
KH2P04 0,b q
MgS0..7H.0 0.25g
Agua destilada 1,01

Disclver los ingredientes v ajustar el pH a 7,2. Tras
esterilizar en autoclave y enfriar a 50 °C, anadir los
siguientes antibidticos: 0,003 g de sulfato de polimixina B
{Sigma}, 0,008 g de acido nalidixico (Sigma) v 0,2 g de
cicloheximida (Sigma).

Disclver los antibidticos en las siguientes soluciones
estandar: el acido nalidixico en NaOH 0,01 M, la
cicloheximida en etanol al B0 % vy el sulfato de polimixina
B en agua destilada. Las soluciones estandar se
esterilizan por filtracién.

Nota: La durabilidad del medio base es de 3 meses.
Una vez anadidos los antibioticos, la durabilidad es de 1
mes siempre que se mantengan refrigerados.
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Apéndice 6
Reactivos y protocolo PCR validados

MNota: Las pruebas preliminares deberan permitir la
deteccion reproducible de al menos 10° a 10* células de
C. m. subsp sepedonicus por ml de extracto de muestra.

Cebador directo PSA-1
Cebador reverso PSA -R
Cebador directo N5-7-F
Cebador reverso N5-8-R

Por otra parte, las pruebas preliminares no deben
proporcionar resultados falsos positivos con respecic a
un conjunto de cepas bacterianas seleccionadas.

1. Protocclo PCR
interno {Pastrik, 2000}

1.1 Cebadores oligonuciedtidos

«multiplex» con control PCR

5'- ¢t ctt gtg ggg tgg gaa aa -3°

5'- tac tga gat gtt tca ctt cce ¢ -3°

5'- gag gca ata aca ggt ctg tga tge -37
B'- tce gea ggt tca cct acg ga -3’

Tamano esperado del amplicon de ADN de C. . subsp. sepedonicus = 502 pb {conjunto de cebadores PSA).
Tamano esperado del amplicon del control PCR interno de ARNr 185 = 377 pb (conjuntc de cebadores NS

1.2 Mezcla para fa reaccion PCR
Reactivo Cantidad para fa reacecion Concentracion final

Agua ultrapura estéril 15,725 ul
10x tampdn PCR {1} (15 mM MgCly) 2,5 pl 1% (1,5 mM MgCl;)
BSA ifraccién V) (10 %) 0,25 pl 0.1 %
Mezcla d-nTP {20 mM} 0,125 pl 0,1 mM
Cebador PSA-1 (10uM) 0.5 pul 0,2 UM
Cebador PSA-R (1CuM) 0.5 pl 0,2 uM
Cebador NS-7-F {10uM) (2} 0.1 pl 0,04 uM
Cebador N5-8-R (10pM) (2} 0,1 pl 0,04 uM
Polimerasa Taq (5U/ul) (1) 0,2 pl 1,0U
Volumen de muestra 5,0 ul

Volumen total: 25,0 ul

(1) Los métados se validaron utilizando polimerasa Taq de Perkin Elmer (AmpliTag o Gold) y Gibeo BRL.

(2] La concentracidon de los cebadores NS-7 F y NS-8-R se optimizd para la extraccidn de cufas basales de patata utilizando el método de
homogeneizacion y purificacién del ADN de acuerdo con Pastrik (2000) (véanse los puntos 6.1.a} v 6.2). Serd necesario proceder a la
reoptimizacion de las concentraciones de reactivos si se utiliza el método de extraccion por agitacion u otros metodos de aislamiento del ADN,

1.3 Condiciones de reaccion PCR
Aplicar el siguiente programa:
1 ciclo de:

it 3 minutos a 95 °C {desnaturalizacion de ADN}

10 ciclos de:

i} 1 minuto a 95 °C {desnaturalizacion de ADN}
iii} 1 minuto a 84 °C {anillamiento de los cebadores}
ivli 1 minuto a 72 °C {extension de la copial

25 cicles de:

v} 30 segundos a 95 °C (desnaturalizacién de ADNjJ
vi} 30 segundos a 62 °C {anillamiento de los cebadores)
vii} 1 minuto a 72 °C {extensién de la copia)

1 ciclo de:

5 minutos a 72 °C {extension final}
mantener a 4 °C

viii)

ix}

Nota: Este programa se ha optimizado para
utilizarlo con un termociclador MJ Research PTC 200.
Puede ser preciso modificar la duracién de los ciclos
iy, iii} iv), v}, vi) y vii) para su utilizacion con otros
modelos.

1.4

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de £,
m. subsp. sepedonicus producen un polimorfismo de la
longitud del fragmento de restriccién caracteristico con la
enzima Bg! Il tras la incubacién a 37 °C durante 30
minutos. Los tamanos de los fragmentos de restriccion
obtenidos a partir del fragmento especifico de € m.
subsp. sepedonicus son de 282 pb y 220 pb.

Analisis de la enzima de restriccion del amplicon

2. Preparacion del tampdn de carga

2.1 Azul de bromofenol (solucion estandar al 10 9%)
Azul de bromofenol 5g

Agua bidestilada 50 ml

2.2 Tampon de carga

Glicerol (86 %) 3,5 ml

Azul de bromofenol (2.1.) 300 ul

Agua bidestilada 6.2 ml

3. 10X tampdn de tris acetato EDTA {TAE), pH 8,0

Tampdn tris 48,4 g
Acido acético glacial 11,42 ml
EDTA {sal disddica) 372¢g
Agua destilada 1,001
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Diluir a 1X antes de utilizarlc.

Se encuentra también disponible en el mercado (por
ejemplo, Invitrogen o equivalente).

Apendice 7
Reactivos validados para la prueba FISH
1. Cligosondas
Sonda especifica para Cms CMS-CY3-01:
5'- ttg cgg ggc gea cat cte tge acg -3'
Sonda eubacteriana no especifica EUB-338-FITC;
5’- gct gece tee egt agg agt-3'

2. Solucion fijadera

{ADVERTENCIA: LA SOLUCION FIJADORA CONTIENE
PARAFORMALDEHIDO QUE ES TOXICO. UTILIZAR
GUANTES ¥ NO INHALAR. SE RECOMIENDA TRABAJAR
EN UNA CAMPANA EXTRACTORA DE GASES.]

i} Calentar 9 ml de agua de gradc molecular (p. ej.
agua ultrapura} a 60 °C aproximadamente y anadir 0,4 g
de paraformaldehido. El parafoermaldehido se disuelve
cuando se ahaden § gotas de NaOH 1N y se remueve con
un agitador magnético.

it Ajustar el pH a 7,0 mediante la adicion de 1 ml de
tampén fosfato de concentracién 0,1 M {pH 7,0} vy 5 gotas
de HCI 1N. Verificar el pH con bandas indicadoras y
ajustar si fuese necesario con HCl o NaOH.

[ADVERTENCIA: NO UTILIZAR UN MEDIDOR DE PH EN
SOLUCIONES QUE CONTENGAN PARAFORMALDEHIDO.}

iii) Filtrar la solucion con un filtro de membrana de
0,22 um y mantener libre de polvo a 4 *C hasta nueva
utilizacion.

ivl MNota: Solucién fijadora alternativa: etanol al 96 %.

3. 3X Hybmix

NaCl 2,7 M
Tris-HCI 60 mM {pH 7,4}
EDTA {esterilizado por filtracién y autoclave) 15 mM

Diluir a 1X cuando se precise.

4. Selucidn de hibridacién
1X Hybmix

Dodecilsulfato sédico {SDS) 0,01 %
sonda EUB 338 5 ng/ul
sonda CMSCY301 5 ng/pul

Preparar las cantidades de solucion de hibridacién de
acuerdo con los cdlculos de la tabla 1. Para cada
portaobjetos (gue contenga 2 muestras distintas por
duplicado) se precisan 90 pl de solucion de hibridacion.

Tabla 1: Cantidades sugeridas para la preparacion de la
mezcla de hibridacién

2 8
portachjetos | portachjetos
1% SDS 0,9 3,6
Sonda EUB 338 {100 ng/ul) 4.5 18.0
Sonda CMSCY301 (100 ng/pl} 4.5 18,0
Volumen total {ul) 90,0 360,0

NB. Almacenar todas las soluciones que contengan
oligosondas fotosensibles en la oscuridad a — 20 °C. Proteger
de la luz directa ya sea del sol o eléctrica durante su utilizacion.

5. Tampén fosfato 0,1 M, pH 7,0

Na:HPQO, 8b2¢g
KH2P04 5,44 q
Agua destilada 1,001

Disclver los ingredientes, verificar el pH vy esterilizar
en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Apeéndice 8
Cultivo de berenjenas

Sembrar semillas de berenjena {Sofanum melongena)
en compost pasteurizado de semillas. Trasplantar las
plantulas con los cotiledones completamente abiertos {1
a 14 dias) en compost pasteurizado de tiesto.

Las berenjenas deben cultivarse en un invernadero
gue cumpla las siguientes condiciones ambientales:

Duracién diurna: 14 horas o dia natural si es de mayor
duracion.

Temperatura:
diurna; de21az24°C
nocturna: 15°C

Variedades de berenjena sensibles:

‘Black Beauty',
‘Long Tom’,
‘Rima’,
‘Balsas’.

Proveedores: véase el sitio web;
http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

Apéndice 9
Procedimienta de la tincion de Gram {modificacidn de
Hucker} {Doetsch, 1981} {1}
Solucidn de cristal violeta

Disclver 2 g de cristal violeta en 20 ml de etancl al 95 %.

Disclver 0,8 g de oxalato amdnico en 80 ml de agua
destilada.

Mezclar las dos soluciones.

Solucion de Lugol

Yodo 1g
Yoduro de potasio 2g
Agua destilada 300 ml

2 8
portanhjetos | portachjetos
Agua ultrapura estéril 50,1 200,4
3x hybmix 30,0 120,0

Triturar conjuntamente los solidos en un mortero.
Anadir al agua y remover hasta su disolucién en un
recipiente cerrado,
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Solucion de contraste de safraning
Solucion estandar:

Safranina0
Etanol al 95 %

Mezclar y conservar,
Diluir al 1:10 para conseguir una solucion de trabajo.

25g
100 ml

Procedimiento de tincidn

1.  Preparar los frotis, secar al aire y fijar por calor.

2. Sumergir el portaobjetos en la solucidn de
cristal violeta durante un minuto.

3.  Lavar brevemente con agua corriente,

4,  Sumergir en solucion de Lugol durante un minuto.

5. Lavar con agua corriente y secar.

6.  Decolorar con etanol al 95 %, anadido gota a gota
hasta que ya no se produzca ningan cambio de color, ¢
sumergir agitando suavemente durante 30 segundos.

7. Lavar con agua corriente y secar.

8.  Sumergir en la solucion de safranina durante 10
segundos,

9, Lavar con agua corriente y secar,

Las bacterias Gram. positivas se tifien de vicleta-azul
y las Gram. negativas de rosa-rojo.

(1) También pueden utilizarse otras soluciones v kits
de tincion disponibles en el mercado.
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ANEXO Il

Conservacién de las pruebas analiticas en caso de
aparicion de un brote sospechoso

party»,

1. En cada caso de foco sospechoso para el que se
haya realizado una o varias pruebas de seleccion con
resultados positivos de acuerdc con los métodos
establecidos en el anexo |, y se espere recibir
confirmacidn o refutacién por aplicacidén de los citados
métodos, se deberd proceder a la retencion vy adecuada
conservacion de:

— todos los tubérculos vy, siempre que sea posible,
las plantas de los que se hayan obtenido muestras,

— cualquier extracto scbrante y cualquier material
adicional gue se haya preparado para la prueba o

pruebas  de seleccion (por ejemplo, las placas de
inmunoflucrescencial,

4

— toda la documentacién pertinente, hasta
completar la aplicacion de los métodos arriba

menciohados.

La retencion de los tubérculos permitira que se
puedan llevar a cabo pruebas de variedades cuandc se
estime oportuno.

2. En el caso de confirmacion de la presencia del
organismo, se procederd a la retencion y adecuada
conservacion;

— del material especificado en el punto 1,
— de una muestra de las berenjenas infectadas
inoculadas con extracto de tubérculo o de planta,

— del cultivo aislado del organismo,

hasta un mes después, como minimo, en virtud del
procedimiento establecido en el articulo 5, apartado 2.

ANEXQO I

Elementos que deben tenerse en cuenta para la
determinacion de la poblacion contaminante

1. Los elementos que deben tenerse en cuenta para
la determinacidon de la extensién de la probable
contaminacion con arregle al articulo 5, apartado 1, letra
b}, incluiran:

— los tubérculos ¢ plantas cultivados en un lugar
de produccion declarado contaminade en virtud del
articulo 5, apartado 1, letra a);

— el lugar o lugares de produccién relacionados en
alguna medida con la produccion de los tubérculos o
plantas declarados contaminados en virtud del articulo 5,
apartado 1, letra a}, incluido el material y las
instalacicnes de produccién compartides directamente o
a través de un contratista coman;

— los tubéreulos o plantas producidos en el lugar o
los lugares de produccién contemplados en el guidn
anterior, o presentas en tal{es) lugaries) de produccion
durante el periodo en el que los tubérculos o plantas
declarados contaminados segun el articule 5, apartado 1,
letra a), se encontraban en el lugar de produccion citado
en el primer guion;

— los locales que manipulen patatas procedentes
de los lugares de produccion mencionados en los
guiones anteriores;

— cualquier magquinaria, vehiculo, buque, almacén
o unidades de estos vy cualesquiera otros objetos,
incluido el material de embalaje, que puedan haber
estado en contacto con los tubérculos o plantas
declarados contaminados en virtud del articule 5,
apartado 1, letra aj;

— todos los tubérculos o plantas almacenados o
que hayan estado en contacto con cualquiera de las
estructuras u objetos enumerados en el guidn anterior
antes de la limpieza y desinfeccidn de los mismos;

— como resultado de las pruebas contempladas en
el articule 6, aquellos tubérculos o plantas que tengan
una relacion clonal fraterna o paternal con los tubérculos
o plantas declarados contaminados en virtud del articulo
B, apartado 1, letra a}, y con respecto a los cuales parezca
probable la contaminacidn a través de un vinculo cloenal,
aunque las pruebas de deteccion del organismo hayan
arrojado resultados negativos; pueden llevarse a cabo
pruebas de variedades para verificar la identidad de los
tubérculos o plantas contaminados y clonalmente
relacicnados,

Y

— el lugar o lugares de produccion de los
tubérculos o plantas a los que se hace referencia en el
guidn anterior,

2. Los elementos que deben tenerse en cuenta para
la determinacion de la posible propagacion con arreglo al
articulo 5, apartado 1, letra ¢}, incluiran:

— la proximidad de otros lugares de produccion en
los que se cultiven patatas u otras plantas huéspedes, vy

— la produccion en comuan y el uso comian de
existencias de patatas de siembra.

3. La notificacion a que se hace referencia en el
articulo 5, apartado 2, se ajustara a lo siguiente:

— se efectuara de manera inmediata una vez que la
presencia hava sido confirmada por las pruebas de
laboratorio con arregle a los métodos expuestos en el
anexa |, y debera recoger, como minimo:

« el nombre de la variedad del lote de patatas,
« el tipo {de consumo, de siembra, etc.) vy, en su
caso, la categoria de patata de siembra,
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— cuando exista el riesgo de contaminacion de
patatas procedentes de otra u otras Comunidades
Autonomas, la Comunidad Autonoma en que se haya
confirmado el brote notificard inmediatamente a las
Comunidades Autonomas interesadas la informacién
necesaria para, en su caso, declarar la contaminacion,
determinar la extension de la probable contaminacion y
delimitar una zona de conformidad con las letras a), b, vy
c¢) del apartado 1 del articulo 5, incluyendo:

s el nombre de la variedad del lote de patatas,

o el nombre y la direccion del proveedor y del
destinatario,

+ lafecha de entrega del lote de patatas,

* el tamano del lote de patatas entregado,

s« una copia del pasapcorte fitosanitario o al menos
el numero de dicho pasaporte, en su caso, o el numero
de registro del cultivador ¢ del comerciante, en su caso, v
una copia del aviso de entrega.

Cuande se suministre dicha informacion, la
Comunidad Auténoma informara de ello inmediatamente
al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion.

— cuando exista el riesgo de contaminacion de
patatas destinadas a otro u otros Estados Miembros, la
Comunidad Auténoma en que se haya confirmado el
brote notificara inmediatamente al Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacidn y este a su vez, a través
del cauce correspondiente a los Estados Miembros
interesados, la informacion necesaria para, en su caso,
declarar la ceontaminacion y delimitar una zona de
conformidad con las letras a), b), y ¢} del apartado 1 del
articulo 5, incluyendo:

« el nombre de la variedad del lote de patatas,

» el nombre y la direccion del proveedor y del
destinatario,

s lafecha de entrega del lote de patatas,

+ eltamafo del lote de patatas entregado,

s una copia del pasaporte fitosanitario ¢ al menos
el nimero de dicho pasaporte, en su caso, ¢ el niumero
de registro del cultivador o del comerciante, en su caso, y
una copia del aviso de entrega.

Cuandoc se suministre dicha informacidn, el Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion informarad de ello
inmediatamente a la Comision.

— cuando exista el riesgo de contaminacion de
patatas procedentes de otro u otros Estades Miembros a
raiz de la correspondiente notificacidon o notificaciones de
los mismos, el Ministerio de Agricultura, Pesca vy
Alimentacion comunicara la informacion recibida a las
Comunidades Autdénomas interesadas para, en su caso,
declarar la contaminacion, determinar la extension de la
probkable contaminacion y delimitar una zona de acuerdo
con las letras a}, b, y ¢} del apartado 1 del articulo 5.

— Una vez gque todas las investigaciones hayan
concluido, las Comunidades Auténomas facilitaran, para
cada casc:

s lafecha en la que se confirma la contaminacion,

* una breve descripcion de la investigacion llevada
a ¢cabo para identificar la fuente y la posible propagacion
de la contaminacién, incluide el alcance del muestreo
efectuado,

s informacién sobre la fuente o fuentes de
contaminacién determinadas o presuntas,

s detalles relativos a la extension de la contaminacion
declarada, incluido el numero de lugares de produccion v el
niamero de lotes, con la indicacion de la variedad v, en el
caso de la patatas de siembra, la categoria,

» detalles relativos a la delimitacion de la zona,
incluido el nuamero de lugares de produccion no
declarados contaminados pero incluidos en la zona,

» cualesquiera otros datos que requiera el
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion o, en su
caso, la Comision relativos al brote o brotes confirmados.

ANEXQ IV
Medidas bajo control oficial

1. Las medidas bajo control oficial contempladas en
el articulo 7, letra a), seran las siguientes:

— la utilizacion como piensos tras un tratamiento
térmico adecuado que garantice gue no hay riesgo
alguno de supervivencia del crganismo,

o bien

— la eliminacioén en un vertederc autorizado
oficialmente a tal fin donde no se hava podido
determinar riesgo alguno de escape del patdégeno al
medio ambiente, por ejemplo, mediante la filtracién a
tierras de cultivo,

o bien

— laincineracion,

o bien

— la transformacién industrial mediante entrega
directa e inmediata a una planta de transformacion
dotada de instalaciones de eliminacion de residuos
autorizadas oficialmente, con respecto a las cuales se
haya excluido cualquier riesgo identificable de
propagacién del organismo, v de un sistema de limpieza
y desinfeccidn de los vehiculos de transporte, al menos,

o bien

— otras medidas, siempre que se haya descartado el
posible riesgo de propagacion del organismo, las cuales
deberan notificarse al Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion y este a su vez, a través del cauce
correspondiente, a la Comisidn v a los demas Estados
miembros acompanadas de su justificacién.

Todo residuc restante asociado y derivado de lo
anterior deberd eliminarse mediante métodos autorizados
oficialmente conforme a lo dispuesto en el anexo V de la
presente orden.

2. La utilizacién o la eliminacién apropiadas de los
tubérculos o plantas declaradas probablemente
contaminadas de conformidad con el articulo 5,
apartado 1, letra b}, a las que se hace referencia en el
articulo 7, letra b), deberan efectuarse bajo el control de
los organismos oficiales responsables interesados, asi
como con la oportuna comunicacién entre estos
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organismos para garantizar en tode momento diche
contrcl, v con la aprchacién del organismo oficial
responsable de la Comunidad Auténoma donde vayan a
envasarse o transfocrmarse las patatas, en lo que se
refiere a los vertederos citados en los guiones primero y
segundo, y consistirdn en lo siguiente:

— la utilizacion como patatas de consumo
destinadas al consumo, envasadas para su distribucion y
venta sin cambioc de envase, en un lugar dotado de
instalaciones de eliminacién de residucs adecuadas; las
patatas destinadas a la siembra solo pueden manipularse
en el mismo lugar si esto se realiza separadamente o tras
la limpieza y desinfeccion,

c

— su uso como patatas de consumo para la
transformaciéon industrial y destinadas a la entrega
directa e inmediata a una planta de transformacion
dotada de instalaciones adecuadas de eliminacion de
residuos y de un sistema de limpieza y desinfeccion de, al
menos, los vehiculos de transporte,

c

— algln otro tipo de uso o eliminacién, siempre que
se excluya todo riesgo identificable de propagacion del
organismo, y previa aprobacion de los citados
organismos oficiales responsables,

3. Los métodos apropiades de limpieza y desinfeccion
de todos los chjetos contemplados en el articulo 7, letra ¢,
serdn aquellos para los gue se haya excluido cualquier
riesgo identificable de propagacién del crganismo, y se
aplicaran bajo el control de los organismos oficiales
responsables de las Comunidades Auténomas.

4, La serie de medidas que deben adoptar las
Comunidades Auténomas en la zona delimitada de
conformidad con el articulo 5, apartada 1, letra c), a la
que se hace referencia en el articulo 7, letra d), in¢luira
las medidas siguientes:

4.1 En los lugares de produccidén que se declaren
contaminados en virtud del articulo 5, apartado 1, letra ak:

a} en los campos que se declaren contaminados
segun el articulo 5, apartado 1, letra a), o bien,

it — al menos durante los tres anos de cultivo
siguientes al de declaracion de la contaminacion:

» se adoptardn medidas para eliminar las plantas de
patata espontaneas y otras plantas que puedan contener
naturalmente el organismo,

Y

»  no se plantaran tubérculos, plantas ni semillas de
patata propiamente dichas, ni ninguna otra planta que pueda
contener naturalmente el grganismo, ni ningin cultivo que
presente un riesgo cierto de propagacion del organismo,

— en la primera temporada de cultive de patatas
siguiente al periodo indicado en el guidn anterior v,
siampre que en las inspecciones oficiales se haya
comprobado que, durante al menos los dos anos de
vegetacion inmediatamente anteriores a la plantacion, el
campo estuvo libre de plantas de patata espontaneas y
otras plantas que puedan contener naturalmente el
organismo, sélo se permitird la produccidén de patatas de

consumo y los tubérculos recolectados se someteran a
prueba conforme al procedimiente detallado en el anexo |,

— en la temporada de cultivo de patatas siguiente a
la mencionada en el guidon antericr ¥ tras un ciclo de
rotacion adecuado, cuya duracidn minima serd de dos
anos cuando vayan a cultivarse patatas de siembra, se
podran plantar patatas de siembra o de consumo y se
realizara una encuesta oficial tal como se dispone el
articulo 2, apartado 1, o bien,

ii} — durante los cuatro anos de cultivo siguientes al
de declaracién de la contaminacién:

» se adoptaran medidas para eliminar las plantas de
patata espontaneas v otras plantas que puedan
contener naturalmente el arganismo,

L §

* se dejard y mantendra el campo, o bien en
barbecho completo, o bien en pasto permanente con
siega 0 pastoreo intenso o frecuente,

— en la primera temporada de cultivo de patatas
siguiente al periodo indicado en el guién anterior v,
siempre gue en las inspecciones oficiales se haya
comprobado que, durante al menos los dos anos de
vegetaciéon inmediatamente anteriores a la plantacion, el
campo estuvo libre de plantas de patata espontineas y
otras plantas que puedan contener naturalmente el
organismo, se permitird la produccién de patatas de
siembra o consumo y los tubérculos recolectados se
someteran a prueba conforme al procedimiento detallado
en el anexo |;

b} en el resto de los campos del lugar de produccién
contaminado, y a condicion de que los organismos
oficiales competentes tengan la certeza de que se ha
eliminado el riesgo de plantas de patata espontaneas y
de cualquier otra planta que pueda contener
naturalmente el organismo:

— durante el ano de cultivo siguiente al de
declaracién de contaminacién o kien no se plantaran
tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de
patata, ni cualquier otra planta que pueda contener
naturalmente el organismo, ¢ se podran plantar patatas
de siembra certificadas, pero sélo para la produccion de
patatas de consumo, y

— durante el segundo afo de cultivo siguiente al de
declaracién de contaminacion solo se podran plantar
patatas de siembra certificadas o patatas de siembra que
havan sido sometidas a pruebas oficiales para determinar
la ausencia de necrosis bacteriana vy cultivadas bajo
control oficial en lugares de produccién distintos a los
menciohados en el puntc 4.1, ya sea para la produccion
de siembra o de consumo,

— durante el tercer ano de cultivo siguiente al de
declaracién de contaminacion, al mencos, sélo se podran
plantar patatas de siembra certificadas o patatas de
siembra cultivadas bajo control oficial a partir de patatas
de siembra certificadas, ya sea para la produccion de
siembra ¢ de consumo,

— en cada wunc de los afcs de cultivo
mencicnados en los guiones anteriores, se tomaran
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medidas para
espontaneas y cualguier
contener naturalmente el organismo en caso de
advertirse su presencia, y se realizardn pruebas
oficiales de las patatas recolectadas conforme al
procedimiento detallado en el anexo | en todos los
campos de patatas;

eliminar las plantas de patata
otra planta que pueda

¢t inmediatamente después de la declaracién de
contaminacion en virtud del articulo 5, apartado 1, letra
a), y tras el primer ano de cultivo siguiente, todas las
méguinas e instalaciones de almacenamiento que se
encuentren en el lugar de produccién e intervengan en la
produccion de patatas seran limpiadas y desinfectadas
como resulte adecuado con los metodos apropiados,
segun lo dispuesto en el punto 3;

d} en el caso de las unidades de produccidn de
cultivos protegidos en las que sea posible una sustitucion
total de los medios de cultivo,

— no se plantaran tubérculos, plantas ni semillas
propiamente dichas hasta que la unidad de produccion
no haya sido sometida a medidas bajo control oficial
destinadas a eliminar el organismo y a retirar todo el
material vegetal que pueda ser huésped del misme,
incluida, como minimao, la sustitucion total del medio de
cultive v la limpieza y desinfeccion de la unidad de
produccion y de todos los equipos, v los organismos
oficiales responsables nc hayan concedido la
subsiguiente autorizacién para la produccién de patata,

¥

— la produccién de patata procedera de patatas de
siembra certificadas o de minitubérculos © micro-plantas
derivadas de fuentes probadas.

4.2 Dentro de la zona delimitada, sin perjuicio de lo
dispuestc en el punto 4.1, las Comunidades Autonomas
aplicaran las siguientes medidas;

a} inmediatamente después de la declaracion de
contaminacion, velaran por que toda la maguinaria e
instalaciones de almacenamientc de la explotacién que
hayan intervenido en la produccion de patatas se limpien
v desinfecten como resulte adecuado v con los métodos
apropiados, segun lo dispuesto en el punto 3,

b) inmediatamente y durante al menos tres temporadas
de cultivo después de la declaracion de contaminacion:

— controlaran a través de sus organismos oficiales
responsables las explotaciones que cultiven, almacenen
o manipulen tubérculos de patata, ademas de las
explotaciones que contraten magquinas para este cultivo,

— requerirdn que, para todos los cultivos de patata
dentro de la zona delimitada, se planten exclusivamente
semillas certificadas o semillas cultivadas bajo control
oficial, y se efectie un anélisis después de recolectar los
cultivos de patatas de siembra en lugares de produccién
declarados probablemente contaminados segun el
articulo 5, apartado 1, letra b),

— exigirdn que se manipulen por separado las
existencias de patatas de siembra y de patatas de
consumo recolectadas en todas las explotaciones de la
zona, o que se establezca un sistema de lIimpieza y

desinfeccion entre el manejo de las existencias de patatas
de siembra y el de las de consumo.

— llevaran a cabo una encuesta oficial segun lo
dispuesto en el articulo 2, apartado 1;

¢} establecerdn un programa, segun corresponda,
para la sustitucion de todas las existencias de patatas de
siembra por un pericdo de tiempo conveniente.

ANEXO V

Métodos oficialmente autorizados para la
eliminacion de residuos

Los métodos oficialmente autorizados para la
eliminacion de residuos mencionados en el punto 1 del
anexo IV se ajustaran a las disposicicnes siguientes, de
tal forma que se excluya todo riesgo identificable de
propagacion del erganismo:

i} Los residuos de patata (incluidas las patatas
descartadas y las mondaduras) y cualguier otro residuo
solido asociado a las patatas (incluida la tierra, las
piedras y otros restos) se eliminardan de una de las
siguientes maneras:

— en un vertedero autorizado oficialmente a tal fin
donde nc se haya podido determinar riesge alguno de
escape del organismo al medic ambiente, por gjemplo,
mediante la filtracion a tierras de cultivo; los residuos se
trasladaran directamente al vertedero en unas
condiciones de confinamiento que impidan todo riesgo
de pérdida de los mismaos,

— se incineraran,

o

— se someterdn a otras medidas, siempre que se
descarte el posible riesgo de propagacidn del organismao;
dichas medidas deben notificarse inmediatamente al
Ministeric de Agricultura, Pesca y Alimentacién y este a
su vez, a traveés del cauce correspondiente, a la Comisién
v a los demas Estados miembros.

i} Los residucs liguidos que contengan elementos
solidos en suspension se filtraran o se someteran a
procesos de sedimentacion para la separacion de dichos
elementos; estos se eliminaran de la forma dispuesta en
el inciso il.

A continuacién, los residuos liquidos se someteran a
alguna de las medidas siguientes:

— se calentaran a un minimo de 80 °C en todo su
volumen durante 30 minutos por lo menos antes de la
eliminacion,

o

— se eliminardn por otro sistema que, aprobado
oficialmente y aplicado bajo control oficial, descarte todo
riesgo identificable de contacto de los residuos con tierras de
cultivo. Las caracteristicas de tal sistema seran notificadas al
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién y este a su
vez, a través del cauce correspondiente, a los demas Estados
miembros y a la Comision.

Las opciones descritas en el presente anexo se aplican
asimismo a los residucs asociades a la manipulacién, la
eliminacién vy el tratamiento de lotes contaminados.”



