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DIRECTIVA 2006/63/CE DE LA COMISION
de 14 de julio de 2006

por la que se modifican los anexos II a VII de la Directiva 98/57|/CE del Consejo sobre el control de
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 98/57/CE del Consejo, de 20 de julio de 1998,
sobre el control de Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al. (1), y, en particular, su articulo 11,

Considerando lo siguiente:

(1) Uno de los organismos nocivos importantes que atacan
a la patata y al tomate es Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuucchi et al., agente patégeno de la podredumbre
parda de la patata y de la marchitez bacteriana de la planta
de la patata y del tomate (denominada en lo sucesivo «el
organismo).

(2)  Este organismo todavia sigue existiendo en algunas partes
de la Comunidad.

(3)  La Directiva 98/57/CE ha establecido las medidas detalla-
das que deben tomarse en los Estados miembros contra
este organismo a fin de localizarlo y determinar su distri-
bucién, impedir su apariciéon y propagacion y, en caso de
que aparezca, evitar su propagacion y controlarlo con vis-
tas a su erradicacion.

(4)  Desde entonces, se han producido importantes avances en
la comprension de la biologia, la deteccién y los procedi-
mientos de identificacién del organismo; ademds, las expe-
riencias practicas obtenidas en el control del organismo
hacen necesaria una revision de las diferentes disposicio-
nes técnicas relacionadas con medidas de control.

(55  Como consecuencia de todo ello, se considera necesario
revisar y actualizar las medidas incluidas en algunos
anexos de la Directiva 98/57CE.

(6)  Por lo que se refiere a los procedimientos de deteccion
e identificacién, se incorpora un método moderno de
deteccion, la hibridacién fluorescente in situ (FISH). Tam-
bién se han incluido mejoras en el método de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), asi como en diferentes

(") DO L 235 de 21.8.1998, p. 1.

elementos técnicos del actual procedimiento de deteccion
e identificacion, y métodos para la deteccion y la identifi-
cacion del organismo en plantas huésped diferentes de la
patata, asi como en el agua y el suelo.

(7)  Por lo que respecta a los elementos técnicos de las medi-
das de control, se prevén disposiciones mejoradas para la
manera de conservar las muestras sometidas a prueba a
fin de garantizar la trazabilidad del organismo, los elemen-
tos necesarios para determinar el alcance de la contamina-
cién probable, los detalles de la notificacién de toda
presencia confirmada del organismo y de la zona conta-
minada pertinente y las medidas que deben aplicarse en
los lugares de produccién declarados contaminados y den-
tro de las zonas delimitadas. Ademds, se han incorporado
algunas disposiciones sobre los tomates a fin de tener
mejor en cuenta la importancia de esta planta como hués-
ped para el organismo.

(8)  Las medidas previstas en la presente Directiva se ajustan
al dictamen del Comité fitosanitario permanente.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

Los anexos Il a VII de la Directiva 98/57/CE quedan sustituidos
por los textos correspondientes en el anexo de la presente
Directiva.

Articulo 2

1. Los Estados miembros adoptardn y publicardn las disposi-
ciones legales, reglamentarias y administrativas necesarias para
cumplir la presente Directiva a mds tardar el 31 de marzo de
2007. Comunicardn inmediatamente a la Comision el texto de
estas disposiciones y un cuadro de correspondencias entre estas
disposiciones y la Directiva.

Aplicardn dichas disposiciones a partir del 1 de abril de 2007.

Cuando los Estados miembros adopten dichas disposiciones, estas
incluirdn una referencia a la presente Directiva o irdn acomparia-
das de dicha referencia en su publicacion oficial. Los Estados
miembros establecerdn las modalidades de la mencionada
referencia.
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2. Los Estados miembros comunicardn inmediatamente a la
Comision el texto de las principales disposiciones de Derecho
interno que adopten en el dmbito regulado por la presente
Directiva.

Articulo 3

La presente Directiva entrard en vigor el tercer dia siguiente al de
su publicacién en el Diario Oficial de la Unién Europea.

Articulo 4
Los destinatarios de la presente Directiva serdn los Estados
miembros.
Hecho en Bruselas, el 14 de julio de 2006.

Por la Comision
Markos KYPRIANOU
Miembro de la Comisién
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ANEXO

«ANEXO Il

METODO DE DIAGNOSTICO, DETECCION E IDENTIFICACION DE RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH)

YABUUCHI ET AL.

AMBITO DE APLICACION DEL METODO

El presente método describe los diversos procedimientos relacionados con:

i) el diagnéstico de la podredumbre parda en los tubérculos de patata y de la marchitez bacteriana en las plantas de
patata, tomate y otras plantas huésped,

ii) la deteccion de Ralstonia solanacearum (R. solanacearum) en muestras de tubérculos de patata, plantas de patata, tomate
y otras plantas huésped, agua y suelo,

iti) la identificacion de R. solanacearum.

SECCION I

SECCION 1I:

SECCION III:

SECCION 1V:

SECCION V:
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PRINCIPIOS GENERALES

En los apéndices se presentan protocolos optimizados para los diferentes métodos y reactivos validados, asi como infor-
macién detallada para la preparacion de materiales de prueba y control. En el apéndice 1 se presenta una lista de los
laboratorios que se incluyeron en la optimizacion y validacion de los protocolos.

Habida cuenta de que los protocolos implican la deteccién de un organismo de cuarentena y de que incluirdn la utiliza-
cién de cultivos viables de R. solanacearum como materiales de control, serd preciso llevar a cabo los procedimientos bajo
condiciones de cuarentena apropiadas, con instalaciones adecuadas de eliminacién de residuos y en aplicacién de las con-
diciones de obtencién de los permisos apropiados emitidos por las autoridades oficiales de cuarentena de las plantas.

Los pardmetros de las pruebas deben garantizar una deteccién coherente y reproducible de niveles de R. solanacearum en
los limites establecidos en los métodos seleccionados.

Es imprescindible una preparacién precisa de los controles positivos.

Asimismo, la realizacion de pruebas con arreglo a los niveles requeridos implica la utilizacion de los pardmetros correctos,
el mantenimiento y el calibrado del equipo, una preservacién y manipulacién cuidadosa de los reactivos y todas las medi-
das para evitar la contaminacion entre las muestras, como por ejemplo la separacién de los controles positivos de las
muestras de ensayo. Deben aplicarse normas de control de la calidad para evitar errores administrativos y de otro tipo,
especialmente de etiquetado y documentacion.

Una sospecha de brote, tal como se menciona en el articulo 4, apartado 2, de la Directiva 98/57/CE, implica la obtencién
de un resultado positivo de las pruebas de diagndstico o seleccion efectuadas a una muestra tal como se especifica en los
siguientes diagramas de flujo. Un resultado positivo en la primera prueba de seleccion (prueba IF, PCR/FISH, aislamiento
selectivo) debe confirmarse con una segunda prueba de seleccién basada en un principio bioldgico diferente.

Si la primera prueba de seleccion arroja un resultado positivo, se sospecha entonces la contaminacién con R. solanacearum
y debe efectuarse una segunda prueba de seleccion. Si la segunda prueba de seleccion arroja un resultado positivo, se
confirma entonces la sospecha (sospecha de presencia) y debe continuar la prueba con arreglo al método. Si la segunda
prueba de seleccién arroja un resultado negativo, se considera entonces que la muestra no estd contaminada con
R. solanacearum.

Una presencia confirmada, tal como se menciona en el articulo 5, apartado 1, de la Directiva 98/57/CE, implica el aisla-
miento y la identificacién de un cultivo puro de R. solanacearum con confirmacién de patogenicidad.

SECCION I

APLICACION DEL METODO

1. Método de deteccion para el diagnéstico de la podredumbre parda y la marchitez bacteriana (R. solanacea-
rum) en tubérculos de patata y plantas de patata, tomate u otras plantas huésped con sintomas de la podre-
dumbre parda o la marchitez bacteriana

El procedimiento de andlisis estd destinado a los tubérculos de patata y a las plantas que presentan sintomas tipicos de
la podredumbre parda o la marchitez vascular o que permiten la sospecha de su presencia. Incluye una prueba de
seleccion rapida, el aislamiento del patdgeno del tejido vascular infectado en un medio (selectivo) y, en caso de resul-
tado positivo, la identificacién del cultivo como R. solanacearum.
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Tubérculo(s) o planta(s) de patata, tomate u otros huéspedes con sintomas sospechosos de
la podredumbre parda o la marchitez bacteriana (')

( )
PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO (?)
Efectuar al menos una de las siguientes pruebas para
diagnostico de presuncion:
<> — prueba del exudado bacteriano (%)
— prueba de poli-B-hidroxibutirato (#)
— prueba de aglutinacion seroldgica (°)
— prueba IF (6) / prueba FISH (7) / prueba ELISA (8) /

prueba PCR (%)
\_ J

( PRUEBA BASICA DE AISLAMIENTO () )

Colonias con morfologia tipica (')

R. solanacearum no detectado
Muestra no infectada por
R. solanacearum

( Purificar mediante subcultivo )

GRUEBAS DE IDENTIFICACION (13))—<>—(PRUEBA DE PATOGENICIDAD (14))

Ambas pruebas confirman cultivo puro como
R. solanacearum

‘ Muestra no infectada por
R. solanacearum

Muestra infectada por R. solanacearum
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" Para la descripcion de los sintomas véase la seccion I1.1.

® Las pruebas de diagnéstico rapido facilitan el diagnéstico de presuncién, pero no son esenciales. Un resultado negativo no garantiza
en todos los casos la inexistencia del patégeno.

®) En la seccion VI.A.1 se describe la prueba de la exudacion para el liquido bacteriano del tejido vascular del tallo.

*) En la seccion VI.A.2 se describe la prueba de deteccion de granulos de poli-B-hidroxibutirato en células bacterianas.

®) En la seccion VI.A.3 se describen las pruebas de aglutinacion serolégica en liquido bacteriano o extractos de tejido sintomatico.

) En la seccion VI.A.5 se describe la prueba IF en liquido bacteriano suspendido en agua o extractos de tejido sintomatico.

) En la seccion VI.A.7 se describe la prueba FISH en liquido bacteriano suspendido en agua o extractos de tejido sintomatico.

®) En la seccién VI.A.8 se describe la prueba ELISA en liquido bacteriano suspendido en agua o extractos de tejido sintomatico.

©®) En la seccion VI.A.6 se describe la prueba PCR en liquido bacteriano suspendido en agua o extractos de tejido sintomatico.

("9 El patégeno suele aislarse con facilidad del material vegetal sintomatico mediante dilucion en placas (seccion 11.3).
(@) La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccion 11.3.d.

("?) El cultivo puede fallar en estados avanzados de infeccion debido a la competencia o el enmascaramiento por bacterias saprofitas. Si los
sintomas de la enfermedad son los tipicos, pero el aislamiento es negativo, debera repetirse el aislamiento, preferentemente valiéndose
de una siembra en medio selectivo.

(%) La identificacion fiable de cultivos puros presuntamente de aislados de R. solanacearum se efectua utilizando las pruebas descritas en
la seccion VI.B. La caracterizacion subespecifica de las cepas es optativa, pero se recomienda en cada caso nuevo.

(@) La prueba de patogenicidad se describe en la seccion VI.C.
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2. Método de deteccién e identificacion de R. solanacearum en muestras asintomdticas de tubérculos de patata
Fundamento

El procedimiento de andlisis tiene por objeto la deteccion de infecciones latentes en tubérculos de patata. Un resultado
positivo de un minimo de dos pruebas de seleccién’, basadas en diferentes principios biolégicos, debe complemen-
tarse con el aislamiento del patgeno, seguido, en caso de aislamiento de colonias tipicas, por la confirmacién de
un cultivo puro como R. solanacearum. Un resultado positivo de solamente una de las pruebas de seleccién no es sufi-
ciente para considerar sospechosa la muestra.

Las pruebas de seleccién y las pruebas de aislamiento deben permitir la deteccién de 10° a 10* células/ml de precipi-
tado resuspendido, incluidas como controles positivos en cada serie de pruebas.
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( Muestra de tubérculos de patata (') )
[
( Extraccion y concentracion del patogeno (?) )

|

PRUEBAS BASICAS DE SELECCION (%)
Prueba IF (*)/ aislamiento selectivo (°) / prueba PCR (8) / prueba FISH (7)
Prueba auxiliar opcional: ELISA (%)

]
( Primera prueba de seleccion (°) )

R. solanacearum no detectada
Muestra no infectada por
R. solanacearum

( Segunda prueba de seleccion (%) )

R. solanacearum no detectada
Muestra no infectada por
R. solanacearum

Positiva

( Aislamiento selectivo (°) y/o bioensayo (°) )
|

[ Colonias con morfologia tipica ('°) j

R. solanacearum no detectada
NO () Muestra no infectada por
R. solanacearum

B¢

( Purificar por subcultivo )

G’RUEBAS DE IDENTIFICACION (%2) PRUEBA DE PATOGENICIDAD (‘3)]

[ Ambas pruebas confirman cultivo puro como ]

R. solanacearum
Muestra no infectada por
R. solanacearum

B

[ Muestra infectada por R. solanacearum ]




27.7.2006 Diario Oficial de la Unién Europea L 206/45

" El tamafio normal de la muestra es de 200 tubérculos, aunque el procedimiento puede utilizarse con muestras mas pequefas si no se
dispone de 200 tubérculos.

® En la seccion 111.1.1 se describen los métodos de extraccion y concentracion de patdégenos.

® Si un minimo de dos pruebas basadas en diferentes principios biolégicos dan resultados positivos, debe efectuarse el aislamiento y la

confirmacion. Efectiese como minimo una prueba de seleccion. Cuando esta prueba dé resultados negativos, se considerara que la
muestra es negativa. En caso de que la prueba dé resultados positivos, debera efectuarse una segunda prueba de seleccion, o varias
mas, basadas en diferentes principios bioldgicos, con el fin de verificar el primer resultado positivo. Si la segunda prueba o las pruebas
siguientes dan resultados negativos, la muestra se considerara negativa. No sera preciso efectuar otras pruebas.

*) En la seccion VI.A.5 se describe la prueba IF.

) En la seccion VI.A.4 se describe la prueba de aislamiento selectivo.
®) En la seccion VI.A.6 se describen las pruebas PCR.

) En la seccion VI.A.7 se describe la prueba FISH.

® En la seccion VI.A.8 se describen las pruebas ELISA.

®) En la seccion VI.A.9 se describe la prueba del bioensayo.

(') La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccion 11.3.d.

(" El cultivo o los bioensayos pueden fallar debido a la competencia o la inhibicién por bacterias saprofitas. Si se obtienen resultados
positivos claros en las pruebas de seleccién, pero las pruebas de aislamiento dan resultados negativos, entonces deben repetirse las
pruebas de aislamiento a partir del mismo precipitado o tomando mas tejido vascular cerca de la parte basal de tubérculos cortados de
la misma muestra y, en caso necesario, analizar otras muestras.

(%) La identificacion fiable de cultivos puros presuntamente de aislados de R. solanacearum se efectla utilizando las pruebas descritas en
la seccion VI.B.

("% La prueba de patogenicidad se describe en la seccién VI.C.
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3. Método de deteccién e identificacién de R. solanacearum en muestras asintomdticas de patatas, tomates y otras
plantas huésped

( Muestra de segmentos del tallo () )
( Extraccion y concentracion del patégeno (?) )
PRUEBAS BASICAS DE SELECCION (%)
aislamiento selectivo (*) / prueba IF (%) / prueba PCR (%) / prueba FISH (7)
Prueba auxiliar opcional: ELISA (3), bioensayo (°)

Colonias con morfologia tipica ('°) .

después del aislamiento Todas las pruebas negativas

I
R. solanacearum no detectada
< NO () Muestra no infectada por
R. solanacearum
( Purificar por subcultivo )

(PRUEBAS DE IDENTIFICACION (12))—<>—(PRUEBA DE PATOGENICIDAD (‘3))

Ambas pruebas confirman cultivo
puro como R. solanacearum

Muestra no infectada por
R. solanacearum

Muestra infectada por
R. solanacearum
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" Véase la seccion I11.2.1 para los tamafios recomendados de las muestras.
® En la seccion 111.2.1 se describen los métodos de extraccion y concentracion de patdégenos.
® Si un minimo de dos pruebas basadas en diferentes principios biolégicos dan resultados positivos, debe efectuarse el aislamiento y la

confirmacion. Efectiese como minimo una prueba de seleccion. Cuando esta prueba dé resultados negativos, se considerara que la
muestra es negativa. En caso de que la prueba dé resultados positivos, debera efectuarse una segunda prueba de seleccién, o varias
mas, basadas en diferentes principios bioldgicos, con el fin de verificar el primer resultado positivo. Si la segunda prueba o las pruebas
siguientes dan resultados negativos, la muestra se considerara negativa. No sera preciso efectuar otras pruebas.

* En la seccion VI.A.4 se describe la prueba de aislamiento selectivo.
®) En la seccion VI.A.5 se describe la prueba IF.

®) En la seccion VI.A.6 se describen las pruebas PCR.

) En la seccién VI.A.7 se describe la prueba FISH.

®) En la seccion VI.A.8 se describen las pruebas ELISA.

®) En la seccién VI.A.9 se describe la prueba del bioensayo.

("% La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccion 11.3.d.

@) El cultivo o los bioensayos pueden fallar debido a la competencia o la inhibicién por bacterias saprofitas. Si se obtienen resultados
positivos en las pruebas de seleccion, pero las pruebas de aislamiento dan resultados negativos, entonces deben repetirse las pruebas
de aislamiento.

('?) La identificacion fiable de cultivos puros presuntamente de aislados de R. solanacearum se efectia utilizando las pruebas descritas en
la seccion VI.B.

("3 La prueba de patogenicidad se describe en la seccién VI.C.
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SECCION I

METODOS DETALLADOS DE DETECCION DE R. SOLANACEARUM EN TUBERCULOS DE PATATA Y

PLANTAS DE PATATA, TOMATE U OTRAS PLANTAS HUESPED CON SINTOMAS DE LA PODREDUMBRE

1.1.

1.2

1.3.

2.1.

2.2.

PARDA O LA MARCHITEZ BACTERIANA

Sintomas (véase el sitio web: http://forum.curopa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main)

Sintomas en las patatas

La planta de la patata. La fase inicial de la infeccion en el campo se reconoce por un marchitamiento de las hojas en
progresion ascendente hacia el extremo superior de la planta, bajo el efecto de las temperaturas diurnas altas, con
una recuperacion durante la noche. En las primeras fases del marchitamiento, las hojas siguen estando verdes, pero
posteriormente se desarrolla necrosis parda y amarilleo. También se produce epinastia. El marchitamiento de un
brote o de plantas enteras se hace rapidamente irreversible y ocasiona el colapso y la muerte de la planta. El tejido
vascular de los tallos de las plantas marchitadas cortados transversalmente suele ser pardo, y de la superficie del
corte brota un exudado mucoso bacteriano o este puede extraerse apretando el tallo. Si se coloca verticalmente un
tallo cortado en agua, de los haces vasculares salen hilos viscosos.

El tubérculo de la patata. Los tubérculos de patata deben cortarse transversalmente cerca de la parte basal (estolén) o
bien longitudinalmente sobre el estolén. La fase inicial de la infeccién en el campo se reconoce por un marchita-
miento de las hojas en progresién ascendente hacia el extremo superior de la planta, bajo el efecto de las tempera-
turas diurnas altas, con una recuperacién durante la noche. Posteriormente, la decoloracion vascular adquiere un
tono pardo mds marcado y la necrosis puede extenderse al tejido parenquimatico. En las fases avanzadas, la infec-
cién progresa desde la parte basal y los ojos, por las que pueden fluir hilos de flujo bacteriano, lo que hace que se
adhieran particulas del suelo. Pueden aparecer en la piel lesiones ligeramente hundidas de color pardo rojizo debido
al colapso interno de los tejidos vasculares. En las fases avanzadas de la enfermedad es habitual el desarrollo secun-
dario de podredumbre blanda causada por hongos y bacterias.

Sintomas en los tomates

La planta del tomate. El primer sintoma visible es el aspecto fliccido de las hojas mds jovenes. Si se producen condi-
ciones medioambientales favorables para el patégeno (temperaturas del suelo de 25 °C; humedad saturada), en un
plazo de pocos dias se produce epinastia y marchitamiento de un lado de la planta o de toda ella, lo que desemboca
en un colapso total de la planta. En condiciones menos favorables (temperatura del suelo por debajo de 21 °C), se
produce un menor marchitamiento, pero pueden surgir numerosas raices adventicias del tallo. En ocasiones se obser-
van estrias empapadas de agua desde la base del tallo, lo que demuestra la existencia de necrosis en el sistema vas-
cular. Al cortar transversalmente el tallo, los tejidos vasculares que presentan una decoloracién parda exudan gotas
de liquido bacteriano blanco o amarillento.

Sintomas en otros huéspedes

Plantas de Solanum dulcamara y S. nigrum. En condiciones naturales, en pocos casos se observan sintomas de mar-
chitamiento en estos huéspedes herbaceos a no ser que las temperaturas del suelo superen los 25 °C o los niveles de
indculo sean extremadamente elevados (por ejemplo, para S. nigrum que crezca junto a plantas enfermas de patatas
o tomates). Cuando se produce el marchitamiento, los sintomas son como los descritos para el tomate. Las plantas
de S. dulcamara, que no se marchitan y que crecen con tallos y raices en el agua, pueden mostrar una decolora-
cion interna pardo claro de los tejidos vasculares en una seccion transversal de la base del tallo o las partes del tallo
que se encuentran bajo el agua. Pueden fluir bacterias de los tejidos vasculares cortados, o formar hilos viscosos, si el
tallo cortado se coloca verticalmente en el agua, incluido en caso de inexistencia de sintomas de marchitamiento.

Pruebas de seleccion rdpida

Las pruebas de seleccion rdpida facilitan el diagndstico de presuncion, pero no son esenciales. Realicese una o mds
de las siguientes pruebas validadas:

Prueba de la exudacidon del tallo

(Véase la seccion VLA.1.)

Prueba de la deteccién de grdnulos de poli-f-hidroxibutirato (PHB)

Los granulos de PHB caracteristicos en las células de R. solanacearum se visualizan tifiendo frotis de exudado bacte-
riano fijado con calor procedente de tejido infectado en un portaobjetos con azul Nilo A o negro Sudin B (véase la
seccion VI.A.2).
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2.3.

2.4.

1.1.

Pruebas de aglutinaciéon seroldgica

(Véase la seccion VI.A.3.)

Otras pruebas

Otras pruebas de seleccion rapida apropiadas incluyen la prueba IF (véase la seccién VI.A.5), la prueba FISH (véase la
seccion VI.A.7), las pruebas ELISA (véase la seccion VI.A.8) y las pruebas PCR (véase la seccién VL.A.6).

Proceso de aislamiento

a)  Coger exudado o secciones de tejido decolorado del anillo vascular del tubérculo o de los haces vasculares del
tallo de la planta de patata, de tomate o de otras plantas huésped en proceso de marchitamiento. Poner en
suspension en un volumen reducido de agua destilada estéril o en tampdn fosfato 50 mM (apéndice 4) y dejar
entre cinco y diez minutos.

b)  Preparar una serie de diluciones decimales de la suspension.

¢)  Echar 50-100 pl de la suspension y las diluciones en un medio nutritivo general (NA, YPGA o SPA; véase el
apéndice 2) y/o en un medio de tetrazolio de Kelman (apéndice 2) y/o un medio selectivo validado (por ejem-
plo, SMSA; véase el apéndice 2). Extender o hacer estrias con una técnica adecuada de dilucién en placas. Si se
considera util, preparar un conjunto de placas distintas con un cultivo de una suspension celular diluida de R.
solanacearum biovar 2 como control positivo.

d) Incubar las placas entre dos y seis dias a 28 °C.

— En un medio nutritivo general, los aislados virulentos de R. solanacearum desarrollan colonias de color
blanco nacarado, planas, irregulares y fluidas, que con frecuencia presentan los verticilos caracteristicos en
el centro. Las formas avirulentas de R. solanacearum forman colonias butirosas pequefias, redondas y no
fluidas, que son completamente blancas.

— En los medios de tretrazolio de Kelman y SMSA, los verticilos son de color rojo sangre. Las formas aviru-
lentas de R. solanacearum forman colonias butirosas pequeifias, redondas y no fluidas, que son totalmente
de color rojo oscuro.

Pruebas de identificacién de R. solanacearum

Las pruebas para confirmar la identidad de presuntos aislados de R. solanacearum se muestran en la seccién VI.B.

SECCION III

Métodos detallados de deteccion e identificacion de R. solanacearum en muestras asintomdticas de
tubérculos de patata

Preparaciéon de la muestra

Nota:

—  El tamafo normal de la muestra es de 200 tubérculos. Un muestreo mds intensivo requiere mds pruebas en muestras de este
tamafio. Un mayor niimero de tubérculos en la muestra producird inhibicién o una interpretacién dificil de los resultados.
Sin embargo, el procedimiento puede aplicarse convenientemente a muestras de menos de 200 tubérculos, cuando se dis-
ponga de pocos tubérculos.

—  La validacién de todos los métodos de deteccion descritos a continuacion se basa en la realizacion de pruebas a muestras de
200 tubérculos.

—  El extracto de patata descrito a continuacién puede utilizarse también para la deteccion de la bacteria de la necrosis bacte-
riana de la patata, Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus.

Pretratamiento opcional previo a la preparacion de la muestra:

a)  incubacion de muestras a 25-30 °C, hasta un maximo de dos semanas antes de la realizacién de la prueba,
con el fin de alentar la multiplicacién de cualquier poblacién de R. solanacearum;

b) lavar los tubérculos. Utilizar desinfectantes apropiados (compuestos de cloro cuando vaya a utilizarse la prueba
PCR a fin de eliminar el ADN patdgeno) y detergentes entre cada muestra. Secar al aire los tubérculos. Este
procedimiento de lavado es especialmente dtil (pero no obligatorio) para las muestras con exceso de tierra y
si debe realizarse una prueba PCR o un procedimiento de aislamiento directo.
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1.1.1. Quitar la epidermis de la parte basal (estol6n) del tubérculo con un bisturi o un cuchillo limpio y desinfectado, de
modo que los tejidos vasculares queden a la vista. Extraer con cuidado una cufia cénica pequeiia de tejido vascular
de la parte basal y extraer el minimo volumen posible de tejido no vascular (véase el sitio web:
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Nota:

Retirar los tubérculos (podridos) que presenten sintomas sospechosos de “podredumbre parda” y analizarlos por separado.

Si durante la extraccién de la cufia de la parte basal se observan sintomas sospechosos de la podredumbre parda, deberd
efectuarse una inspeccion visual del tubérculo, y cortarse este cerca de la parte basal. Todo tubérculo cortado con sintomas
sospechosos deberd guardarse durante un minimo de dos dias a temperatura ambiente a fin de permitir la suberizacién y
almacenar refrigerado (a 4-10 °C) en condiciones de cuarentena apropiadas. Todos los tubérculos, incluidos los que presen-
ten sintomas sospechosos, deberdn mantenerse con arreglo a lo establecido en el anexo III.

1.1.2. Colocar las cuiias de la parte basal en recipientes desechables no utilizados que puedan cerrarse y/o sellarse (en caso
de reutilizacion de los recipientes, deberdn limpiarse y desinfectarse por completo utilizando compuestos de cloro).
Es conveniente procesar las cufias inmediatamente. Si esto no es posible, almacenarlas en el recipiente, sin afadir
ningin tampon, refrigeradas durante un periodo maximo de 72 horas o de 24 horas a temperatura ambiente.

Procesar las cufias por uno de los métodos siguientes:

Nota:

bien cubrir las cufias con un volumen suficiente (aproximadamente 40 ml) de tampén de extraccién (apén-
dice 4) y agitar en un agitador rotatorio (50-100 rpm) durante cuatro horas por debajo de 24 °C o refrigera-
das entre 16 y 24 horas,

o bien

homogeneizar las cuflas con un volumen suficiente (aproximadamente 40 ml) de tampén de extraccién (apén-
dice 4) en una trituradora (por ejemplo, Waring o Ultra Thurax) o machacdndolas en una bolsa de macera-
cién desechable sellada (por ejemplo, Stomacher o Bioreba de politeno de gran calibre, 150 mm x 250 mm;
esterilizada por radiacion) utilizando un mazo de goma o un aparato de trituracién adecuado (por ejemplo,
Homex).

Existe un elevado riesgo de contaminacién cruzada de muestras cuando se homogeneizan las muestras utilizando una tri-
turadora. Tomar precauciones a fin de evitar la generacién de aerosoles o el vertido durante el proceso de extraccion. Debe
asegurarse que se utilizan para cada muestra recipientes y cuchillas de trituradora esterilizados. Si se utiliza la prueba PCR,
evitar la transferencia de ADN en los recipientes o el aparato de trituracion. Al utilizar PCR, se recomienda machacar el
material en bolsas desechables y utilizar tubos desechables.

1.1.3. Se desecha el sobrenadante. Si es demasiado turbio, clarificarlo con una centrifugacion a baja velocidad (no mds de
180 g durante diez minutos a una temperatura entre 4-10 °C) o mediante filtracion al vacio (40-100 pm), lavando
el filtro con tampoén de extraccion adicional (10 ml).

1.1.4. Concentrar la fraccién bacteriana por centrifugacién a 7 000 g durante 15 minutos (o 10 000 g durante diez minu-
tos) a una temperatura entre 4-10 °C y descartar el sobrenadante sin perturbar el sedimento.

1.1.5. Resuspender el precipitado en 1,5 ml de tampdn de precipitado (apéndice 4). Utilizar 500 pl para pruebas de
R. solanacearum, 500 pl para Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus y 500 pl para referencia. Afiadir glicerol
estéril a la concentracion final de 10-25 % (v/v) a los 500 pl de la alicuota de referencia y a la restante alicuota de
prueba, mezclar y almacenar a una temperatura comprendida entre — 16 a — 24 °C (semanas) o entre — 68 a — 86 °C
(meses). Mantener las alicuotas de prueba a entre 4-10 °C durante la prueba.

No se aconseja congelar y descongelar repetidamente.

Si debe transportarse el extracto, entréguese en un recipiente frio en un plazo de 24 a 48 horas.

1.1.6. Es de capital importancia tratar por separado todos los controles y muestras positivos de R. solanacearum para
evitar la contaminacién. Esto se aplica a los portaobjetos IF y a todas las pruebas.
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1.2.  Andlisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcion de las pruebas y los protocolos optimizados en los apéndices pertinentes:
Aislamiento selectivo (véase la seccion VI.A.4)

Prueba IF (véase la seccion VI.A.5)

Pruebas PCR (véase la seccion VI.A.6)

Prueba FISH (véase la seccién VI.A.7)

Pruebas ELISA (véase la seccion VLA.8)

Bioensayo (véase la seccién VI.A.9)

2. Métodos detallados de deteccion e identificacién de R. solanacearum en muestras asintomadticas de patatas,
tomates y otras plantas huésped

2.1. Preparacion de la muestra

Nota: Para la deteccion de poblaciones latentes de R. solanacearum se aconseja someter a prueba muestras mixtas. El procedimiento
puede aplicarse convenientemente a muestras mixtas de hasta 200 partes del tallo. Cuando se efectiien exdmenes, deberdn
basarse en una muestra estadisticamente representativa de la poblacion de plantas investigada.

2.1.1. Colocar segmentos de tallo de 1-2 cm en un recipiente estéril cerrado con arreglo a los siguientes procedimientos
de muestreo:

Pldntulas de tomate de vivero: con un cuchillo limpio y desinfectado, cortar un segmento de 1 cm de la base de cada
tallo, justo por encima del nivel del suelo.

Plantas de tomate cultivadas en el campo o en un invernadero: con un cuchillo limpio y desinfectado, arrancar el brote
lateral mds inferior de cada planta cortando justo por encima de la unién con el tallo principal. Cortar un seg-
mento de 1 cm del extremo inferior de cada brote lateral.

Otros huéspedes: con un cuchillo limpio y desinfectado o con tijeras de podar, cortar un segmento de 1 cm de la
base de cada tallo, justo por encima del nivel del suelo. En el caso de S. dulcamara o de otras plantas huésped que
crecen en el agua, cortar secciones de 1-2 cm de los tallos bajo el agua o estolones con raices acudticas.

Cuando se muestree un lugar especifico, se recomienda analizar una muestra estadisticamente representativa de un
minimo de diez plantas por punto de muestreo de cada huésped herbdceo potencial. La deteccién del patdgeno
serd mds fiable a finales de primavera, en verano y en otofio, aunque las infecciones naturales pueden detectarse
durante todo el afio en Solanum dulcamara perenne que crece en cursos de agua. Los huéspedes conocidos incluyen
plantas de patata espontdneas (groundkeepers), Solanum dulcamara, S. nigrum, Datura stramonium y otros miembros
de la familia Solanaceae. Otros huéspedes son Pelargonium spp. y Portulaca oleracea. Entre las especies herbdceas
europeas que pueden albergar potencialmente poblaciones de R. solanacearum biovar 2raza 3 en raices y/o rizos-
feras, en condiciones medioambientales especificas, se incluyen: Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum,
Chenopodium album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp, Rumex spp, Silene
alba, S. nutans., Tussilago farfarra y Urtica dioica.

Nota: Puede efectuarse en este momento el examen visual para detectar sintomas internos (coloracién vascular o liquido bacte-
riano). Retirar todos los segmentos del tallo con sintomas y analizarlos por separado (véase la seccion 1II).

2.1.2. Desinfectar brevemente los segmentos del tallo con etanol al 70 % y secar inmediatamente con un paiiuelo de
papel. A continuacion, procesar los segmentos del tallo mediante uno de los procedimientos siguientes:

a)  cubrir los segmentos con un volumen suficiente (aproximadamente 40 ml) de tampén de extraccién (apén-
dice 4) y agitar en un agitador rotatorio (50-100 rpm) durante cuatro horas por debajo de 24 °C o refrigera-
dos entre 16 y 24 horas, o bien

b) procesar inmediatamente machacando los segmentos en una bolsa de maceracion resistente (por ejemplo,
Stomacher o Bioreba) con un volumen apropiado de tampén de extraccién (apéndice 4) utilizando un mazo
de goma o un aparato de trituracién adecuado (por ejemplo, Homex). De no ser posible, almacenar los seg-
mentos del tallo refrigerados durante un maximo de 72 horas o un mdximo de 24 horas a temperatura
ambiente.

2.1.3. Desechar el sobrenadante tras 15 minutos de sedimentacion.

2.1.4. No suele ser necesaria otra clarificacion del extracto o la concentracion de la fraccién bacteriana, pero puede con-
seguirse por filtracion y/o centrifugacion tal como se describe en la seccion III.1.1.3 a 1.1.5.
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2.1.5. Dividir el extracto de la muestra pura o concentrada en dos partes iguales. Mantener una mitad entre 4 y 10 °C
durante el andlisis y almacenar la otra mitad con glicerol estéril al 10-25 % (v/v) entre — 16 y — 24 °C (semanas) o
entre — 68 y — 86 °C (mes) en caso de que deban efectuarse nuevas pruebas.

2.2.  Anilisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcion de las pruebas y los protocolos optimizados en los apéndices pertinentes:
Aislamiento selectivo (véase la seccion VI.A.4)

Prueba IF (véase la seccion VI.A.5)

Pruebas PCR (véase la seccion VI.A.6)

Prueba FISH (véase la seccién VIA.7)

Pruebas ELISA (véase la seccion VI.A.8)

Bioensayo (véase la secciéon VI.A.9)



27.7.2006 Diario Oficial de la Unién Europea L 206/53

SECCION IV
1. Esquema del método de detecci6n e identificacién de R. solanacearum en el agua
[ Muestra de agua (') )
( Concentracion del patégeno (?) )

PRUEBA BASICA DE SELECCION
Aislamiento selectivo (3)
Pruebas auxiliares opcionales: bioensayo (*) / enriquecimiento PCR (°) / enriquecimiento ELISA (°)

Colonias con morfologia tipica (7)
después del aislamiento

R. solanacearum no detectada
< NO (8) Muestra no infectada por

R. solanacearum
CS
( Purificar por subcultivo )

(PRUEBAS DE IDENTIFICACION (9))—<

Ambas pruebas confirman cultivo
puro como R. solanacearum

‘ Muestra no contaminada por
R. solanacearum

Muestra contaminada por
R. solanacearum

—

hd

PRUEBA DE PATOGENICIDAD (10))
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" Véase la seccion IV.2.1 para los tamafios recomendados de las muestras.

® Enlaseccion|V.2.1 se describen los métodos de concentracion de patbgenos. La concentracion incrementa las poblaciones de patdgenos
y de bacterias saprofitas competidoras, y Unicamente se recomienda si no provoca una inhibicién de la prueba de aislamiento.

®) En la seccion VI.A.4 se describe la prueba de aislamiento selectivo.

*) En la seccion VI.A.9 se describe la prueba del bioensayo.

® En las secciones VI.A.4.2 y VI.A.6 se describen los métodos de enriquecimiento PCR.

) En las secciones VI.A.4.2 y VI.A.8 se describen los métodos de enriquecimiento ELISA.

) La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccion 11.3.d.

®) El cultivo puede fallar debido a la competencia o la inhibicion por bacterias saprofitas. Si se sospecha que una elevada poblacion
saprofita afecta a la fiabilidad del aislamiento, repetir entonces las pruebas de aislamiento tras la dilucién de la muestra en agua
estéril.

®) La identificacion fiable de cultivos puros presuntamente de aislados de R. solanacearum se efectia utilizando las pruebas descritas en

la seccion VI.B.
(&) La prueba de patogenicidad se describe en la seccion VI.C.
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2.1.

2.2.

Métodos de deteccién e identificacién de R. solanacearum en el agua
Principio

El método validado de deteccién que se describe en la presente seccion es aplicable a la deteccién del patdgeno en
muestras de aguas superficiales y puede aplicarse asimismo a las muestras para andlisis del proceso de transforma-
cién de la patata o de aguas residuales. No obstante, es importante sefialar que la sensibilidad previsible de la detec-
cién variard en funcion del sustrato. La sensibilidad de la prueba de aislamiento se ve afectada por las poblaciones
de bacterias saprofitas competidoras, que son generalmente muy superiores en el proceso de transformacion de la
patata y las aguas residuales que en las aguas superficiales. Si bien se espera que el método que se describe a con-
tinuacion solamente detecte 10° células por litro de aguas superficiales, la sensibilidad de la deteccién en el pro-
ceso de transformacién de la patata o las aguas residuales serd con toda probabilidad mucho menor. Por este
motivo, se recomienda analizar las aguas residuales después de todo tratamiento de purificacién (por ejemplo, sedi-
mentacion o filtracion), durante el cual las poblaciones de bacterias saprofitas se reducen. Deberdn tenerse en cuenta
las limitaciones de sensibilidad del método de prueba a la hora de evaluar la fiabilidad de cualquier resultado nega-
tivo obtenido. Si bien se ha utilizado con éxito este método en trabajos de investigacion para determinar la presen-
cia o ausencia del patdgeno en las aguas superficiales, deberdn tenerse en cuenta sus limitaciones cuando se utilice
en investigaciones similares del proceso de transformacion de la patata o de aguas residuales.

Preparacién de la muestra

Nota:

—  La deteccion de R. solanacearum en las aguas superficiales es mds fiable a finales de primavera, en verano y en otofio, cuando
las temperaturas del agua superan los 15 °C.

—  Un muestreo repetido en diferentes momentos durante los periodos mencionados en puntos de muestreo designados incre-
mentard la fiabilidad de la deteccion al reducir los efectos de la variacion climdtica.

—  Ténganse en cuenta los efectos de las fuertes precipitaciones y la geografia del curso de agua a fin de evitar que se produz-
can importantes efectos de dilucién que puedan ocultar la presencia del patégeno.

—  Tomar muestras de agua superficial en las inmediaciones de plantas huésped si estos huéspedes estdn presentes.

Recoger muestras de agua en puntos de muestreo seleccionados llenando botellas o tubos estériles desechables, a
una profundidad, si es posible, por debajo de 30 cm y a 2 m de la orilla. Para los efluentes resultantes de la trans-
formacion de la patata y las aguas residuales, recoger muestras en el punto de vertido de las aguas residuales. Se
recomiendan las muestras de hasta 500 ml por punto de muestreo. Si se prefieren muestras mds pequefias, se acon-
seja tomar muestras como minimo en tres ocasiones por punto de muestreo, cada una de las cuales consistird en
dos submuestras duplicadas de un minimo de 30 ml. Para un trabajo de investigacién intensivo, seleccione como
minimo tres puntos de muestreo por 3 km de curso de agua y asegtirese de que también se toman muestras en los
afluentes que desembocan en el curso de agua.

Transportar las muestras en un entorno fresco y oscuro (4-10 °C) y analizarlas en un plazo de 24 horas.
Si es preciso, podrd concentrarse la fraccion bacteriana utilizando uno de los métodos siguientes:

a)  centrifugar 30-50 ml de submuestras de 10 000 g durante diez minutos (o 7 000 g durante 15 minutos), pre-
feriblemente a 4-10 °C, descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 1 ml de tampén de precipi-
tado (apéndice 4);

b) filtracién por membrana (tamafio minimo de los poros de 0,45 pm) y a continuacién lavado del filtro en 5-
10 ml de tampén de precipitado y retencién de los lavados. Este método es adecuado para grandes volime-
nes de agua que contengan bajos niveles de saprofitas.

No suele aconsejarse la concentracién para muestras del proceso de transformacion de la patata o de aguas resi-
duales, ya que unas poblaciones mayores de bacterias saprofitas competidoras inhibirdn la deteccién de
R. solanacearum.

Anilisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcion de las pruebas en los apéndices pertinentes.
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SECCION V

1. Esquema del método de deteccion e identificacion de R. solanacearum en el suelo

( Muestra de suelo (')

( Extraccion del patégeno

Aislamiento selectivo (?)
Prueba auxiliar opcional: enriquecimiento PCR (®) / bioensayo (*

Colonias con morfologia tipica (°)

i - . Todas las pruebas negativas
después del aislamiento P 9

PRUEBA BASICA DE SELECCION J

}

R. solanacearum no detectada
< NO (%) Muestra no infectada por
R. solanacearum

( Purificar por subcultivo )
(PRUEBAS DE IDENTIFICACION (7))—<

Ambas pruebas confirman cultivo
puro como R. solanacearum

Muestra no contaminada por
R. solanacearum

hd

PRUEBA DE PATOGENICIDAD (8))

Muestra contaminada por
R. solanacearum
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) Véase la seccién V.2.1 para los tamafios recomendados de las muestras.
) En la seccion VI.A.4 se describe la prueba de aislamiento selectivo.
%) En las secciones VI.A.4.2 y VI.A.6 se describen los métodos de enriquecimiento PCR.
) En la seccion VI.A.9 se describe la prueba del bioensayo.
) La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccion 11.3.d.
)

El cultivo puede fallar debido a la competencia o la inhibicién por bacterias saprofitas. Si se sospecha que una elevada poblacion
saprofita afecta a la fiabilidad del aislamiento, repetir entonces las pruebas de aislamiento tras la dilucién de la muestra.

) La identificacion fiable de cultivos puros presuntamente aislados de R. solanacearum se efectia utilizando las pruebas descritas en la
seccion VI.B.

® La prueba de patogenicidad se describe en la seccién VI.C.
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2.1.

2.2.

Métodos de deteccion e identificacion de R. solanacearum en el suelo
Principios

El método validado de deteccion que se describe en la presente seccion es aplicable a la deteccion del patdgeno en
muestras del suelo, pero también puede utilizarse para analizar muestras de residuos sélidos de la transformacion
de la patata o de lodos de depuradora. No obstante, debe sefialarse que estos métodos no son lo suficientemente
sensibles para asegurar la deteccién de poblaciones pequefias y/o irregularmente distribuidas de R. solanacearum
que pueden encontrarse en muestras naturalmente infectadas de estos sustratos.

Deberdn tenerse en cuenta las limitaciones de sensibilidad de este método de prueba a la hora de evaluar la fiabili-
dad de cualquier resultado negativo obtenido, asi como cuando se utilice en investigaciones para determinar la
presencia o ausencia del patdgeno en el suelo o los lodos. El método mds fiable para determinar la presencia del
pat6geno en el suelo del campo es plantar un posible huésped del mismo y supervisar si se produce infeccion,
pero incluso con este método no se detectardn niveles bajos de contaminacion.

Preparacién de la muestra

. El muestreo del suelo del campo deberd seguir los principios habituales utilizados para el muestreo de nematodos.

Recoger entre 0,5 y 1 kg de suelo por muestra de 60 lugares de 0,3 ha de una profundidad de 10 a 20 cm (o de
una cuadricula de 7 x 7 metros). Si se sospecha la presencia del patogeno, incrementar el nimero de puntos de
recogida a 120 por 0,3 ha. Mantener las muestras a una temperatura comprendida entre 12 y 15 °C antes del
andlisis. Tomar muestras de la transformacion de la patata y de lodos de depuradora, recogiendo un total de 1 kg
de sitios que representen el volumen total de lodos que se analizard. Mezclar adecuadamente cada muestra antes
del andlisis.

. Dispersar submuestras de 10 a 25 g de suelo o lodos mediante agitacion rotatoria (250 rpm) en 60-150 ml de

tampén de extraccion (apéndice 4) durante un méaximo de dos horas. En caso necesario, el afiadido de 0,02 % de
Tween-20 estéril y de 10 a 20 g de grava estéril puede contribuir a la dispersion.

. Mantener la suspension a 4 °C durante el andlisis.

Andlisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcion de las pruebas en los apéndices pertinentes.

SECCION VI

PROTOCOLOS OPTIMIZADOS PARA LA DETECCION E IDENTIFICACION DE R. SOLANACEARUM

A.

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO Y DETECCION

Prueba de la exudacion del tallo

La presencia de R. solanacearum en tallos de patata, tomate u otras plantas huésped marchitas puede observarse
mediante la sencilla prueba de presuncién que se indica a continuacion: cortar el tallo justo por encima del nivel
del suelo. Suspender la superficie del corte en un tubo de agua limpia. Observar si se produce la caracteristica
exudacion espontanea de hilos de flujo bacteriano de los haces vasculares cortados unos minutos después.

Prueba de la deteccién de grinulos de poli-f-hidroxibutirato

1. Preparar un frotis de exudado bacteriano procedente del tejido infectado o de un cultivo de 48 horas en un
medio YPGA o SPA (apéndice 2) en un portaobjetos.

2. Preparar frotis de control positivos de una cepa de biovar 2 de R. solanacearum y, si se considera ttil, un frotis
de control negativo de un PHB sp. negativo conocido.

3. Dejar que se seque al aire y pasar con rapidez varias veces por la llama la cara inferior del portaobjetos para
fijar los frotis.

4. Teiir el preparado con azul Nilo A o negro Suddn B y observar microscopicamente tal como se describe
a continuacion.
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Prueba del azul Nilo

a) Baflar cada portaobjetos con una solucién acuosa de azul Nilo A al 1% e incubar durante diez minutos
a55°C

b)  Escurrir la solucién de tincién. Lavar suavemente al grifo durante unos instantes. Eliminar el agua sobrante
con un pafiuelo de papel.

¢) Baiiar el frotis con 4cido acético acuoso al 8 % e incubar durante un minuto a temperatura ambiente.
d) Lavar suavemente al grifo durante unos instantes. Eliminar el agua sobrante con un pafuelo de papel.
e) Rehumedecer con una gota de agua y tapar con un cubreobjetos.

f)  Examinar el frotis tintado con un microscopio epifluorescente a 450 nm con gota de aceite de inmersion,
a 600-1 000 aumentos, utilizando un objetivo de inmersion en aceite o agua.

g)  Observar si se produce la fluorescencia naranja brillante de los granulos de PHB. Observar también con la luz
normal transmitida para cerciorarse de que los granulos son intracelulares y de que la morfologia celular es la
tipica de R. solanacearum.

Prueba del negro Suddn

a) Baflar cada portaobjetos con una solucién acuosa de negro Sudan B al 0,3 % en etanol al 70 % e incubar
durante diez minutos a temperatura ambiente.

b)  Escurrir la solucién de tincién y lavar suavemente con agua del grifo durante unos instantes, eliminando el
agua sobrante con un pafiuelo de papel.

¢)  Sumergir brevemente los portaobjetos en xilol y secar con un pafiuelo de papel. jCuidado!: el xilol es nocivo,
deben tomarse las precauciones de seguridad necesarias y debe trabajarse en una campana extractora de humos.

d) Banar el frotis con safranina acuosa al 0,5 % (p/v) y dejar durante diez minutos a temperatura ambiente. jCui-
dado!: la safranina es nociva, deben tomarse las precauciones de seguridad necesarias y debe trabajarse en una campana
extractora de humos.

¢) Lavar suavemente al grifo durante unos instantes, secar con un pafiuelo de papel y tapar con un cubreobjetos.

f)  Examinar los frotis tintados con un microscopio 6ptico que utilice luz transmitida con aceite de inmersién, a
1 000 aumentos, utilizando un objetivo de inmersion en aceite.

g) Observar si los granulos de PHB de las células de R. solanacearum se tifien de negro azulado con un tefiido
rosdceo de las paredes de las células.

3. Pruebas de aglutinacién seroldgica

La mejor manera de observar la aglutinacién de células de R. solanacearum en liquido bacteriano o extractos de
tejido sintomdtico es utilizando anticuerpos validados (véase el apéndice 3) etiquetados con marcadores coloreados
apropiados tales como células rojas de Staphylococcus aureus o particulas coloreadas de latex. Si se utiliza un equipo
comercializado (véase el apéndice 3), siga las instrucciones del fabricante. En caso contrario, aplique el procedi-
miento siguiente:

a)  mezclar gotas de una suspension de anticuerpos etiquetados y liquido bacteriano (de aproximadamente 5 pl)
en pocillos de portaobjetos de pocillos miiltiples;

b) preparar controles positivos y negativos utilizando suspensiones de R. solanacearum biovar 2 y una cepa
heterdloga;

¢)  observar si se produce aglutinacion en las muestras positivas tras mezclar suavemente durante 15 segundos.
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4. Aislamiento selectivo

41. Siembra en medio selectivo

Nota: Antes de utilizar este método por primera vez, efectiie pruebas preliminares a fin de garantizar una deteccién reproducible
de 10% a 10* unidades formadoras de colonias de R. solanacearum por ml afiadido a extractos de muestras que hayan dado
anteriormente resultados negativos.

Utilizar un medio selectivo validado adecuado tal como SMSA (modificado por Elphinstone et al., 1996; véase el apéndice 2).

Es preciso diferenciar R. solanacearum de otras bacterias que pueden desarrollar colonias en el medio. Ademds, las colonias
de R. solanacearum pueden mostrar morfologias atipicas si las placas estan superpobladas o si también contienen bacterias
antagonistas. Cuando se sospeche la existencia de efectos de la competencia o el antagonismo, debera volver a analizarse la
muestra con otro método.

Para lograr la mdxima sensibilidad con este método, utilizar extractos de muestras recién preparados. Sin embargo, este
método también puede aplicarse a extractos que se hayan almacenado con glicerol entre — 68 y — 86 °C.

Como controles positivos, preparar diluciones decimales de una suspensién de 10° cfu por ml de una cepa viru-
lenta biovar 2 de R. solanacearum (por ejemplo, NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Para evitar toda posibili-
dad de contaminacién, preparar controles positivos totalmente separados de las muestras que van a analizarse.

Deberd examinarse la adecuacion para el crecimiento del patgeno de cada lote recién preparado de un medio
selectivo antes de utilizarlo para analizar muestras rutinarias.

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

4.1.1. Aplicar una técnica de dilucién en placas apropiada a fin de garantizar la dilucién de cualquier poblacién saprofita
formadora de colonias que pudiera existir. Extender 50-100 pl por placa de extracto de muestra y de cada dilucién.

4.1.2. Incubar las placas a 28 °C. Leer las placas 48 horas después, y posteriormente a diario hasta un maximo de seis
dfas. Las colonias tipicas de R. solanacearum en el medio SMSA son de color blanco lechoso, planas, irregulares y
fluidas y, tras tres dfas de incubacion, se vuelven de color rosa a rojo sangre en el centro con rayas o espirales
internas (véase el sitio web: http://forum.curopa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Nota: En algunos casos se forman colonias atipicas de R. solanacearum en este medio. Estas pueden ser pequefias, redondas, com-
pletamente rojas y no fluidas, o solo parcialmente fluidas y, por tanto, dificiles de distinguir de las bacterias saprofitas for-
madoras de colonias.

4.1.3. Purificar las presuntas colonias de R. solanacearum tras el estriado o la dilucién en placas en un medio nutritivo
general a fin de obtener colonias aisladas (véase el apéndice 2).

4.1.4. Almacenar los cultivos a corto plazo en agua estéril (pH 6-8, sin cloro) a temperatura ambiente en la oscuridad, o
a largo plazo en un medio crioprotector adecuado entre — 68 y — 86 °C o liofilizado.

4.1.5. Identificar los presuntos cultivos (véase la seccién VI B) y efectuar una prueba de patogenicidad (véase la
seccion VI. C).

Interpretacion de los resultados de la siembra en medio selectivo

La siembra en medio selectivo es negativa si no se observan colonias bacterianas al cabo de seis dias ni se encuen-
tran presuntas colonias tipicas de R. solanacearum, siempre que no haya sospechas de inhibicién producida por la
competencia o el antagonismo de otras bacterias y que en los controles positivos se encuentren colonias tipicas de
R. solanacearum.

La siembra en medio selectivo es positiva si se aislan presuntas colonias de R. solanacearum.
42. Procedimiento de enriquecimiento
Utilizar un medio de enriquecimiento validado como el caldo Wilbrink modificado (véase el apéndice 2).

Este procedimiento puede utilizarse para incrementar selectivamente las poblaciones de R. solanacearum en extractos de mues-
tras e incrementar la sensibilidad de la deteccién. Asimismo, este procedimiento diluye efectivamente los inhibidores de la reac-
cién PCR (1:100). Sin embargo, debe sefialarse que el enriquecimiento de R. solanacearum puede fallar debido a la competencia
o el antagonismo de organismos saprofitas, que en muchos casos se enriquecen simultdneamente. Por este motivo, el aisla-
miento de R. solanacearum a partir de cultivos de caldos enriquecidos puede resultar dificil. Ademds, debido a que pue-
den incrementarse las poblaciones de saprofitos seroldgicamente afines, se recomienda la utilizacién de anticuerpos monoclonales
especificos en lugar de anticuerpos policlonales cuando se aplique la prueba ELISA.
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4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

5.1.

Para el enriquecimiento PCR, transferir 100 pl de extracto de muestras a 10 ml de caldo de enriquecimiento (apén-
dice 2) previamente alicuotados en tubos o matraces sin ADN. Para el enriquecimiento ELISA, pueden utilizarse
proporciones mds elevadas de extracto de muestras en el caldo (por ejemplo, 100 pl en 1,0 ml de caldo de
enriquecimiento).

Incubar durante 72 horas entre 27 y 30 °C en un cultivo agitado o un cultivo estdtico manteniendo el tapén del
tubo sin apretar para que haya aireacion.

Mezclar adecuadamente antes de utilizar en las pruebas ELISA o PCR.

Tratar el caldo enriquecido de manera idéntica a la muestra o las muestras de las pruebas anteriormente
mencionadas.

Nota: Si se prevé una inhibicion o un enriquecimiento de R. solanacearum debido a las elevadas poblaciones de determinadas
bacterias saprofitas competidoras, pueden conseguirse mejores resultados con el enriquecimiento de extractos de muestras
antes de cualquier centrifugacién o con otras medidas de concentracion.

Prueba de inmunofluorescencia (prueba IF)

Principio

Se recomienda utilizar la prueba IF como principal prueba de seleccion debido a su capacidad demostrada para
alcanzar los limites requeridos.

Cuando se utilice la prueba IF como principal prueba de seleccién y su lectura sea positiva, deberd efectuarse la
prueba de aislamiento, PCR o FISH como segunda prueba de seleccion. Cuando se utilice la prueba IF como segunda
prueba de seleccidn y su lectura sea positiva, deberd efectuarse una nueva prueba con arreglo al diagrama de flujo
para completar el andlisis.

Nota:  Utilizar una fuente validada de anticuerpos de R. solanacearum (véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main). Se recomienda determinar el titulo para cada nuevo lote de anticuerpos. El titulo se define como la dilucién
mds elevada en la que se produce una reaccion dptima cuando se analiza una suspension que contenga de 10° a 10° células
por ml de la cepa homoéloga de R. solanacearum, utilizando un conjugado de isotiocianato de fluoresceina (FITC) apropiado,
segtin las recomendaciones del fabricante. Todo el antisuero policlonal validado debe presentar un titulo IF de al menos
1:2 000. Durante el andlisis, deberan utilizarse los anticuerpos en diluciones de trabajo cercanas o equivalentes al titulo.

La prueba deberfa efectuarse en extractos de muestras recién preparados. En caso necesario, puede realizarse con éxito en
extractos almacenados entre — 68 y — 86 °C en glicerol. El glicerol puede eliminarse de la muestra si se afiade 1 ml de tam-
pon de precipitado (véase el apéndice 4), se recentrifuga durante 15 minutos a 7 000 g y se resuspende en un volumen
equivalente de tampén de precipitado. En muchos casos no es necesario efectuar este procedimiento, especialmente si las
muestras se han fijado en los portaobjetos mediante flameado.

Preparar en otro portaobjetos controles positivos de la cepa homéloga o de cualquier otra cepa de referencia de R. solana-
cearum, suspendida en extracto de patata, tal como se especifica en el apéndice 3, punto B, y opcionalmente en tampén.

Cuando sea posible, deberd utilizarse tejido naturalmente infectado (mantenido por liofilizacién o congelacion entre — 16 y
—24°C) como control similar en el mismo portaobjetos.

Pueden utilizarse como controles negativos alicuotas de extracto de muestras que hayan dado anteriormente resultados
negativos de R. solanacearum.

En el apéndice 3 se enumeran los materiales normalizados de control positivo y negativo que pueden utilizarse en
esta prueba.

Utilizar portaobjetos de pocillos mdltiples, de preferencia con diez pocillos de 6 mm de didmetro como minimo.

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

Preparar los portaobjetos segin uno de los procedimientos siguientes

i)  Para precipitados con una cantidad relativamente pequefia de sedimento de almidén:

Echar con una pipeta un volumen normalizado medido (15 pl es suficiente para pocillos de 6 mm de didme-
tro; aumentar el volumen si el didmetro es mayor) de una dilucién de 1/100 del precipitado de patata resus-
pendido en el primer pocillo. A continuacién, echar con una pipeta un volumen similar de precipitado sin
diluir (1/1) en los pocillos restantes de la fila. La segunda fila puede utilizarse como duplicado o para una
segunda muestra, tal como se indica en la figura 1.



L 206/62 Diario Oficial de la Unién Europea 27.7.2006

ii)  Para otros precipitados:

Preparar diluciones decimales (1/10 y 1/100) del precipitado resuspendido en tampén de precipitado. Echar
con una pipeta un volumen normalizado medido (15 pl es suficiente para pocillos de 6 mm de didmetro;
aumentar el volumen si el didmetro es mayor) del precipitado resuspendido y de cada dilucién en una fila de
pocillos. La segunda fila puede utilizarse como duplicado o para una segunda muestra, tal como se indica en
la figura 2.

5.2.  Secar las gotitas a temperatura ambiente o calentdndolas entre 40 y 45 °C. Fijar las células bacterianas al portaob-
jetos calentdndolo (15 minutos a 60 °C), flamedndolo con etanol del 95 % o con arreglo a las instrucciones espe-
cificas de los suministradores de los anticuerpos.

En caso necesario, pueden almacenarse a continuaciéon portaobjetos fijos en un recipiente desecado durante el
menor tiempo que resulte necesario (hasta un maximo de 3 meses) antes de efectuar nuevas pruebas.

5.3. Procedimiento IF

i)  Siel portaobjetos se ha preparado segin el punto 5.1.i):

Preparar un conjunto de diluciones a 1/2. El primer pocillo deberd contener 1/2 del titulo (T/2), los otros 1/4
del titulo (T/4), 1/2 del titulo (T/2), el titulo (T) y el doble del titulo (2T).

ii)  Si el portaobjetos se ha preparado segiin el punto 5.1.ii):

Preparar la dilucién de trabajo (DT) del anticuerpo en el tampén IF. La dilucién de trabajo afecta a la
especificidad.

Figura 1. Preparacién del portaobjetos con arreglo a los puntos 5.1.i) y 5.3.i).

Diluciones de precipitado resuspendido

1/100 1/1 11 1/1 1/1 O Dilucién de precipitado
resuspendido
(T = titulo) T2 T4 T2 T 2T [0 Diluciones a 1/2 de
antisuero/anticuerpo

Muestra 1 .1 .2 .3 .4 . 5

Duplicado de muestra 1 o

muestra 2 .6 .7 .8 .9 .10

Figura 2. Preparacion del portaobjetos con arreglo a los puntos 5.1.ii) y 5.3.i).

Dilucion de trabajo de antisuero/anticuerpo

11 1/10  1/100 vacio vacio [0 Dilucién decimal de
precipitado resuspendido

Muestra 1 .1 .2 .3 .4 . 5

Duplicado de muestra 1 o

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

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.4.4.

Colocar los portaobjetos en un pafiuelo de papel humedecido. Cubrir cada pocillo completamente con la dilucién
o diluciones de anticuerpos. El volumen de anticuerpos aplicado en cada pocillo debe ser como minimo equiva-
lente al volumen de extracto aplicado.

En caso de que no existan instrucciones especificas de los suministradores de los anticuerpos deberd aplicarse el
siguiente procedimiento:

Dejar en incubacion los portaobjetos en papel himedo durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C).

Sacudir las gotitas de cada portaobjetos y enjuagar cuidadosamente con tamp6n IF. Lavar por inmersion durante
cinco minutos en tampén IF-Tween (apéndice 4) y posteriormente en tampén IF. Evitar la transferencia de aeroso-
les o gotitas que pudiera provocar contaminaciones cruzadas. Eliminar cuidadosamente el exceso de humedad
secandolo suavemente.

Colocar los portaobjetos en papel himedo. Cubrir los pocillos con la dilucién del conjugado FITC utilizado para
determinar el titulo. El volumen de conjugado aplicado en los pocillos debe ser idéntico al volumen de anticuerpos
aplicado.

Dejar en incubacién los portaobjetos en papel himedo durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C).

Sacudir las gotitas de conjugado del portaobjetos. Enjuagar y lavar como antes (5.3.3).

Eliminar cuidadosamente el exceso de humedad.

Echar con una pipeta 5 a 10 pl de tampon fosfato glicerol de 0,1 M (apéndice 4) o un volumen de solucion comer-
cial que proteja la fluorescencia (antifading) en cada pocillo y colocar un cubreobjetos.

Lectura de la prueba IF

Examinar los portaobjetos en un microscopio epifluorescente con filtros adecuados para que se produzca la exci-
tacioén del FITC, con aceite 0 agua de inmersién y a 500-1 000 aumentos. Recorrer los pocillos a lo largo de dos
didmetros perpendiculares entre si y alrededor del perimetro. En el caso de muestras que presenten un bajo nimero
de células o ninguna, deben observarse como minimo 40 campos microscépicos.

En primer lugar, comprobar el control positivo. Las células deben ser fluorescentes brillantes y estar completa-
mente teflidas en el titulo de anticuerpos o la dilucién de trabajo determinados. La prueba IF (seccién VI.A.5) debe
repetirse si la tincién es aberrante.

Comprobar si hay células fluorescentes brillantes con morfologia caracteristica de R. solanacearum en los pocillos
de los portaobjetos (véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). La intensidad de la
fluorescencia debe ser equivalente a la de la cepa de control positivo en la misma dilucién de anticuerpos. Deberdn
descartarse las células que presenten una tincién incompleta o cuya fluorescencia sea escasa.

Deberd repetirse la prueba si se sospecha que se ha producido cualquier posible contaminacion. Este puede ser el
caso cuando todos los portaobjetos de un lote muestren células positivas debido a la contaminacién del tampén o
si se encuentran células positivas (fuera de los pocillos de los portaobjetos) en la superficie.

Existen varios problemas inherentes a las caracteristicas especificas de la prueba de inmunofluorescencia. En los
precipitados de cufias basales de patata y los precipitados de segmentos del tallo pueden aparecer poblaciones de
base de células fluorescentes de morfologia atipica y bacterias saprofitas con reaccién cruzada cuyo tamafio y mor-
fologia sean similares a los de R. solanacearum.

Tener solamente en cuenta las células fluorescentes con tamafio y morfologia tipicos en el titulo o la dilucién de
trabajo de los anticuerpos, tal como se describe en 5.3.
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5.4.5. Interpretacion de la lectura de la prueba IF:

i) i se encuentran células fluorescentes brillantes con morfologia caracteristica, estimar el nimero medio de
células tipicas por campo microscopico y calcular el nimero de células tipicas por ml de precipitado resus-
pendido (apéndice 5).

La lectura IF es positiva en las muestras con un minimo de 5 x 10° células tipicas por ml de precipitado
resuspendido. Se considera entonces que la muestra puede estar contaminada y deben efectuarse otras pruebas,

i) la lectura IF es negativa en las muestras con menos de 5 x 10° células por ml de precipitado resuspendido, y
se considera negativa la muestra. No es preciso efectuar mds pruebas.

Prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (prueba PCR)
Principios

Cuando se utilice la prueba PCR como principal prueba de seleccion y dé resultados positivos, deberd efectuarse la
prueba de aislamiento o la IF como segunda prueba obligatoria de seleccion. Cuando se utilice la PCR como
segunda prueba de seleccion y dé resultados positivos, deberdn efectuarse las pruebas establecidas en el diagrama
de flujo para completar el diagndstico.

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

Nota: Las pruebas preliminares realizadas con este método deberfan permitir la deteccion reproducible de 10% a 10* células de R.
solanacearum por ml afiadidas a los extractos de muestras que previamente arrojaron resultados negativos. Puede ser nece-
sario llevar a cabo experimentos de optimizacion para lograr niveles maximos de sensibilidad y especificidad en todos los
laboratorios.

Utilizar reactivos y protocolos PCR validados (véase el apéndice 6). Seleccionar preferiblemente un método con con-
trol interno.

Tomar las precauciones adecuadas para evitar la contaminacién de la muestra con el ADN buscado. La prueba
PCR debe ser efectuada por técnicos experimentados, en laboratorios especializados en biologia molecular, con el
fin de reducir al mdximo la posibilidad de contaminacién con el ADN buscado.

Como muestras finales del procedimiento siempre deben efectuarse controles negativos (para la extracciéon de ADN
y los procedimientos PCR) que dejen constancia de si se ha producido arrastre de ADN.

En la prueba PCR deben incluirse los siguientes controles negativos:

— extracto de la muestra que previamente haya arrojado resultados negativos para R. solanacearum,
— controles de los tampones utilizados para extraer la bacteria y el ADN de la muestra,

— mezcla para la reaccién PCR.

Deben incluirse los siguientes controles positivos:

— alicuotas de precipitados resuspendidos a los que se ha afiadido R. solanacearum (para la preparacion véase el
apéndice 3, punto B),

— una suspensién de 10° células por ml de R. solanacearum en agua de un aislado virulento (por ejemplo,
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; véase el apéndice 3, punto B),

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

Para evitar toda posible contaminacién, preparar los controles positivos en un entorno distinto al de las
muestras que vayan a analizarse.

Los extractos de muestras deben contener la cantidad minima de tierra posible. En determinados casos puede ser
recomendable preparar los extractos a partir de patatas lavadas cuando vayan a utilizarse protocolos PCR.

En el apéndice 3 se enumeran los materiales normalizados de control positivo y negativo que pueden utilizarse en
esta prueba.
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6.1.

Métodos de purificacién del ADN

Utilizar muestras de control positivas y negativas como se indica mds arriba (véase el apéndice 3).

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

Existen diferentes métodos para purificar el ADN buscado a partir de sustratos de muestras complejas, separando
de esta manera los inhibidores de PCR y otras reacciones enzimaticas y concentrando el ADN buscado en el extracto
de la muestra. Se ha optimizado el método siguiente para su utilizacion con los métodos PCR validados mostrados
en el apéndice 6.

a) Meétodo de Pastrik (2000)

1)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

verter con una pipeta 220 pl de tamp6n de lisis [100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA
(pH 8,0)] en un tubo Eppendorf de 1,5 ml;

afiadir 100 pl de extracto de muestra y colocar en un calentador o al bafio marfa a 95 °C durante diez
minutos;

colocar el tubo en hielo durante cinco minutos;

afladir 80 pl de solucién estandar de lisozima (50 mg de lisozima por ml en 10 mM Tris HCl, pH 8,0) e
incubar a 37 °C durante 30 minutos;

afiadir 220 pl de solucién A Easy DNA® (Invitrogen), mezclar adecuadamente por agitacién e incubar
a 65 °C durante 30 minutos;

afiadir 100 pl de solucién B Easy DNA® (Invitrogen) y agitar vigorosamente hasta que el precipitado se
mueva libremente en el tubo y la muestra sea uniformemente viscosa;

afiadir 500 pl de cloroformo y agitar hasta que disminuya la viscosidad y la mezcla sea homogénea;
centrifugar a 15 000 g durante 20 minutos a 4 °C para separar las fases y formar la interfase;
transferir la fase superior a un tubo Eppendorf sin utilizar;

afladir 1 ml de etanol al 100 % (- 20 °C), agitar brevemente e incubar en hielo durante diez minutos;
centrifugar a 15 000 g durante 20 minutos a 4 °C y retirar el etanol del precipitado;

afiadir 500 pl de etanol al 80 % (- 20 °C) y mezclar invirtiendo el tubo;

centrifugar a 15 000 g durante diez minutos a 4 °C, guardar el precipitado y retirar el etanol;

dejar que el precipitado se seque al aire o en un Speed Vac de ADN;

resuspender el precipitado en 100 pl de agua ultrapura estéril y dejar a temperatura ambiente durante un
minimo de 20 minutos;

almacenar a — 20 °C hasta que se necesite para la prueba PCR;

centrifugar todo precipitado blanco y utilizar 5 pl del sobrenadante que contenga ADN para la prueba
PCR.

b) Otros métodos

Pueden aplicarse otros métodos de extraccion del ADN, como por ejemplo Qiagen DNeasy Plant Kit, siempre
que se haya demostrado que son igual de eficaces en la purificacion del ADN a partir de muestras de control
que contengan de 10% a 10* células patégenas por ml.
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6.2.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.3.4.

PCR

Preparar plantillas de ensayo y de control para la prueba PCR con arreglo a los protocolos validados (sec-
cién VLA.6). Preparar una dilucion decimal de extracto de ADN de la muestra (1:10 en agua ultrapura).

Preparar la mezcla de reacciéon PCR apropiada en un entorno sin contaminacién de acuerdo con los protocolos
publicados (apéndice 6). Cuando sea posible, se recomienda utilizar un protocolo PCR multiplex que incorpore
asimismo un control interno de la prueba PCR.

Afiadir de 2 a 5 pl de extracto de ADN por 25 pl de reaccién PCR en tubos PCR estériles con arreglo a los proto-
colos PCR (véase el apéndice 6).

Incorporar una muestra de control negativo que contenga solo mezcla de reacciéon PCR y afiadir la misma fuente
de agua ultrapura utilizada en la mezcla PCR en lugar de la muestra.

Colocar los tubos en el mismo termociclador utilizado en las pruebas preliminares y aplicar el programa PCR opti-
mizado adecuado (apéndice 6).

Andlisis del producto de la PCR

Resolver los amplicones PCR mediante electroforesis en gel de agarosa. Aplicar como minimo 12 pl de mezcla de
reaccién de ADN amplificada de cada muestra mezclada con 3 pl de tampén de carga (apéndice 6) en 2,0 % (w/v)
de geles de agarosa en un tampén de tris-acetato-EDTA (TAE) (apéndice 6) a 5-8 V por cm. Utilizar un marcador
de ADN adecuado, por ejemplo, 100 bp ladder.

Revelar las bandas de ADN tifiéndolas con bromuro de etidio (0,5 mg/[l) durante 30 a 60 minutos, tomando las
precauciones adecuadas para el manejo de este mutdgeno.

Observar el gel tefiido mediante transiluminacién en UV de onda corta (\ = 302 nm) para productos de la PCR
amplificados del tamafio esperado (apéndice 6) y anotar los resultados.

En relacién con todos los nuevos descubrimientos o casos, para verificar la autenticidad del amplicon PCR efectuar
un andlisis de la enzima de restriccién en una muestra del ADN restante amplificado incubando a la temperatura
6ptima y durante el tiempo necesario con una enzima y un tampén apropiados (véase el apéndice 6). Resolver los
fragmentos digeridos mediante electroforesis en gel de agarosa, al igual que antes, y observar el patron caracteris-
tico del fragmento de restriccion con transiluminacion UV una vez tefiido con bromuro de etidio y comparar con
el control positivo no digerido y digerido.

Interpretacién de los resultados de la prueba PCR

La prueba PCR es negativa si el amplicon PCR especifico de R. solanacearum del tamafio esperado no se detecta en
la muestra en cuestion pero si se detecta en todas las muestras de controles positivos (en caso de PCR multiplex
con cebadores de control interno especificos de la planta, se debe amplificar con la muestra en cuestién un segundo
producto PCR del tamafio esperado).

La prueba PCR es positiva si se detecta el amplicon PCR especifico de R. solanacearum del tamafio y patrén de
restriccion esperado (cuando se exija), siempre que no se amplifique a partir de ninguna de las muestras de control
negativo. La confirmacion fiable de un resultado positivo puede obtenerse también repitiendo la prueba con un
segundo conjunto de cebadores de la PCR (apéndice 6).

Nota:  Puede sospecharse la inhibicién de la PCR si el amplicon esperado se obtiene a partir de la muestra de control positivo que
contiene R. solanacearum en agua, pero se obtienen resultados negativos de los controles positivos con R. solanacearum en
extracto de patata. En protocolos PCR multiplex con controles PCR internos, la inhibicion de la reaccién se indica cuando
no se obtiene ninguno de los dos amplicones.

Puede sospecharse la existencia de contaminacién si el amplicon esperado se obtiene a partir de uno o varios de
los controles negativos.
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7.1.

7.1.1.

7.1.2.

Prueba de hibridacién fluorescente in situ (prueba FISH)
Principio

Cuando se utilice la prueba FISH como primera prueba de seleccion y esta arroje resultados positivos, deberd efec-
tuarse la prueba de aislamiento o la prueba IF como segunda prueba obligatoria de seleccién. Cuando se utilice la
prueba FISH como segunda prueba de seleccion y dé resultados positivos, deberdn efectuarse las pruebas estable-
cidas en el diagrama de flujo para completar el diagndstico.

Nota: Utilizar oligosondas especificas para R. solanacearum validadas (véase el apéndice 7). Las pruebas preliminares realizadas con
este método deberfan permitir la deteccion reproducible de al menos 10° a 10* células de R. solanacearum por ml afiadidas
a los extractos de muestras que hayan dado anteriormente resultados negativos.

El procedimiento siguiente deberfa efectuarse, a ser posible, con extracto de muestra recién preparado, pero tam-
bién puede realizarse con éxito con extracto de muestra que se haya almacenado en glicerol a una temperatura
comprendida entre — 16 y — 24 °C o entre — 68 y — 86 °C.

Utilizar como controles negativos alicuotas de extracto de muestras que hayan dado previamente resultados nega-
tivos para R. solanacearum.

Como controles positivos, preparar suspensiones que contengan de 10° a 10° células por ml de R. solanacearum
biovar 2 (por ejemplo la cepa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; véase el apéndice 3) en tampén de fosfato de
0,01 M de un cultivo de tres a cinco dias. Preparar en otro portaobjetos controles positivos de la cepa homéloga o
de cualquier otra cepa de referencia de R. solanacearum, suspendida en extracto de patata, tal como se especifica en
el apéndice 3, punto B.

El uso de una oligosonda eubacteriana con etiqueta FITC ofrece un control para el proceso de hibridacién, ya que
tefiird todas las eubacterias presentes en la muestra.

En el apéndice 3, punto A, se enumeran los materiales normalizados de control positivo y negativo que pueden
utilizarse en esta prueba.

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

Fijacion del extracto de patata

El protocolo siguiente se basa en Wullings et al. (1998).

Preparar la solucién de fijacion (véase el apéndice 7).

Verter 100 pl de cada extracto de muestra en un tubo Eppendorf y centrifugar durante siete minutos a 7 000 g.

Separar el sobrenadante y disolver el precipitado en 200 pl de solucién fijadora preparada con menos de 24 horas
de antelacion. Agitar e incubar durante una hora en el refrigerador.

Centrifugar durante siete minutos a 7 000 g, separar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 75 pl de tam-
pén de fosfato de concentracion 0,01 M (véase el apéndice 7).

Colocar 16 pl de las suspensiones fijadas en un portaobjetos miltiple limpio, tal como muestra la figura 7.1. Apli-
car dos muestras diferentes por portaobjetos sin diluir y utilizar 10 pl para realizar una dilucién a 1:100 (en tam-
pon de fosfato de concentraciéon 0,01 M). La solucién de la muestra restante (49 pl) puede almacenarse a — 20 °C
tras la adicién de 1 volumen de etanol al 96 %. En caso de que sea necesario repetir la prueba FISH, separar el
etanol mediante centrifugacion y afiadir un volumen equivalente de tampén de fosfato de concentracién 0,01 (mez-
clar mediante agitacién).

Figura 7.1. Distribucién del portaobjetos para la prueba FISH.

Muestra 1 Nada Nada Nada Muestra 2
pocillo 1 pocillo 2 pocillo 3 pocillo 4 pocillo 5
Muestra 1 Nada Nada Nada Muestra 2
pocillo 6 pocillo 7 pocillo 8 pocillo 9 pocillo 10
Cubreobjetos 1 Cubreobjetos 2
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7.1.6.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.2.5.

7.2.6.

7.2.7.

7.2.8.

7.2.9.

7.3.

7.3.3.

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

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

Hibridacién

Deshidratar las células en series de etanol escalonadas al 50 %, 80 % y 96 % durante un minuto cada una. Secar las
preparaciones en un portaobjetos.

Preparar una cdmara de incubacion hiimeda recubriendo el fondo de una caja hermética con papel de seda o de
filtro empapado en 1x hybmix (apéndice 7). Preincubar la caja en el horno de hibridacién a 45 °C durante un
minimo de diez minutos.

Aplicar 10 pl de solucion de hibridacién (apéndice 7) a ocho pocillos (pocillos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 y 10; véase la
figura 7.1) de cada portaobjetos dejando vacios los dos pocillos centrales (3 y 8).

Aplicar cubreobjetos (24 x 24 mm) al primer y a los cuatro tltimos pocillos evitando la entrada de aire. Colocar
los portaobjetos en la cdmara himeda precalentada y dejar que se produzca la hibridacién durante cinco horas
a 45 °C en la oscuridad.

Preparar tres vasos de precipitado que contengan 11 de agua Milli Q (grado molecular), 11de 1x hybmix (334 ml
3x hybmix y 666 ml agua Milli Q) y 11 de 1/8x hybmix (42 ml 3x hybmix y 958 ml agua Milli Q). Preincubarlos
al bafio maria a 45 °C.

Quitar los cubreobjetos de las preparaciones y colocar estas en un portaobjetos.

Lavar el exceso de sonda mediante incubacion durante 15 minutos en el vaso de precipitado con 1x hybmix
a45°C

Transferir el portaobjetos a una solucién de lavado de hybmix a 1/8 e incubar durante otros 15 minutos.

Sumergir las preparaciones brevemente en agua Milli Q y colocarlas en papel de filtro. Eliminar el exceso de hume-
dad cubriendo la superficie con cuidado con papel de filtro. Verter de 5 a 10 pl de solucién de montaje protectora
de la fluorescencia (por ejemplo Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA, o equivalente) en cada pocillo y aplicar
un cubreobjetos grande (24 x 60 mm) sobre la totalidad de la preparacion.

Lectura de la prueba FISH

Los portaobjetos deben examinarse inmediatamente utilizando un microscopio epifluorescente a 630 o 1 000
aumentos con aceite de inmersion. Con un filtro adecuado para isotiocianato de fluoresceina (FITC), las células
eubacterianas (incluida la mayorfa de las células gramnegativas) de la muestra aparecen tefiidas de verde fluores-
cente. Utilizando un filtro para tetrametilrodamina-5-isotiocianato, las células de R. solanacearum marcadas con Cy3
aparecen tefiidas de rojo fluorescente. Comparar la morfologia de las células con la de los controles positivos. Las
células deben ser fluorescentes brillantes y estar completamente tefiidas. La prueba FISH (seccién VI.A.7) debe repe-
tirse si la tincién es aberrante. Recorrer los pocillos a lo largo de dos didmetros perpendiculares entre si y alrededor
del perimetro. En el caso de muestras que presenten un bajo niimero de células o ninguna, deben observarse como
minimo 40 campos microsc6picos.

Comprobar si hay células fluorescentes brillantes con la morfologia caracteristica de R. solanacearum en los pocillos
de los portaobjetos (véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). La intensidad de la
fluorescencia debe ser equivalente o mejor que la de la cepa de control positivo. Deberan descartarse las células
que presenten una tincién incompleta o cuya fluorescencia sea escasa.

Deberd repetirse la prueba si se sospecha que se ha producido cualquier posible contaminacién. Este puede ser el
caso cuando todos los portaobjetos de un lote muestren células positivas debido a la contaminacién del tampén o
si se encuentran células positivas (fuera de los pocillos de los portaobjetos) en la superficie.
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7.3.4. Existen varios problemas inherentes a la especificidad de la prueba FISH. En los precipitados de cufias basales de

patat

a y de segmentos del tallo pueden aparecer poblaciones de base de células fluorescentes de morfologia atipica

y bacterias saprofitas con reaccion cruzada cuyo tamafio y morfologia sean similares a los de R. solanacearum, aun-
que con mucha menor frecuencia que en la prueba IF.

7.3.5. Téng

anse en cuenta tnicamente las células fluorescentes de tamafio y morfologia tipicos.

7.3.6. Interpretacién de los resultados de la prueba FISH

Se obtendrdn resultados validos en la prueba FISH siempre que en todos los controles positivos y en ninguno
de los controles negativos se observen células teiiidas de verde fluroescente brillante, cuyo tamafio y morfo-
logia sean los tipicos de las de R. solanacearum, cuando se utilice el filtro FITC, y células tefiidas de rojo fluo-
rescente brillante cuando se utilice el filtro de rodamina. Si se encuentran células fluorescentes brillantes con
morfologia caracteristica, estimar el nimero medio de células tipicas por campo microscdpico y calcular el
ntimero de células tipicas por ml de precipitado resuspendido (apéndice 4). Las muestras que presenten al
menos 5 x 10° células tipicas por ml de precipitado resuspendido se consideran potencialmente contamina-
das. Es preciso efectuar nuevas pruebas. Las muestras que presenten menos de 5 x 10° células tipicas por ml
de precipitado resuspendido se consideran negativas.

Los resultados de la prueba FISH serdn negativos cuando no se observen células tefiidas de rojo fluorescente
brillante con un tamafio y morfologfa tipicos de R. solanacearum utilizando el filtro de rodamina, siempre que
se observen células tefiidas de rojo fluorescente brillante tipicas en las preparaciones de control positivo
cuando se utilice el filtro de rodamina.

8. Pruebas de ensayo de inmunoabsorcién enzimdtica (ELISA)

Principio

Las p

ruebas ELISA solamente pueden utilizarse como prueba opcional ademds de las pruebas IF, PCR o FISH, debido

a la sensibilidad relativamente baja de esta prueba. Cuando se utilice DAS ELISA, es obligatorio efectuar un enri-
quecimiento y utilizar anticuerpos monoclonales (véase el sitio web: http://forum.curopa.eu.int/Public/irc/sanco/

Hom

e/main). Puede resultar de utilidad efectuar un enriquecimiento de las muestras antes de utilizar la prueba

ELISA a fin de incrementar la sensibilidad de la prueba, pero puede fracasar debido a la competencia de otros
organismos en la muestra.

Nota:

Utilizar una fuente validada de anticuerpos de R. solanacearum (véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main). Se recomienda determinar el titulo para cada nuevo lote de anticuerpos. El titulo se define como la dilucién
mds elevada en la que se produce una reaccion dptima cuando se analiza una suspensién que contenga de 10° a 10° células
por ml de la cepa homdloga de R. solanacearum, utilizando conjugados de anticuerpos secundarios apropiados, segin las
recomendaciones del fabricante. Durante el andlisis, deben utilizarse los anticuerpos en diluciones de trabajo cercanas o
equivalentes a la formulacién comercial.

Determinar el titulo de los anticuerpos en una suspensién de 10°a 10° células por ml de la cepa homoéloga de R.
solanacearum.

Incluir una muestra de extracto que haya dado previamente resultados negativos para R. solanacearum y una suspension de
una bacteria que no tenga reaccion cruzada en tamp6n fosfato salino (PBS) como controles negativos.

Como control positivo utilizar alicuotas de extracto de muestra que haya dado previamente resultados negativos, mezcladas
con 10° a 10* células por ml de R. solanacearum biovar 2 (por ejemplo, cepa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; véase
el apéndice 3, puntos A y B). Para la comparacion de los resultados de cada placa utilizar una suspensiéon normalizada de
10° a 10° células por ml en PBS de R. solanacearum. Debe asegurarse que los controles positivos estén bien separados en la
placa de microtitulacion de la muestra o las muestras analizadas.

En el apéndice 3, punto A, se enumeran los materiales normalizados de control positivo y negativo que pueden utilizarse
en esta prueba.

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

Se han validado dos protocolos ELISA:

a) E

1

LISA indirecta (Robinson Smith et al., 1995):

) utilizar de 100 a 200 pl de alicuotas de extracto de muestra. (Si se calienta a 100 °C durante cuatro minu-
tos al bafio marfa o un calentador pueden reducirse en algunos casos los resultados no especificos.);

) afiadir un volumen igual de tampén de tapizado de doble concentracion (apéndice 4) y agitar;

) aplicar 100 pl de alicuotas a cada uno de al menos dos pocillos de una placa de microtitulacion (por
ejemplo, Nunc-Polysorp o equivalente) e incubar durante una hora a 37 °C o durante una noche a 4 °C;
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10)

quitar los extractos de los pocillos. Lavar estos tres veces con PBS-Tween (apéndice 4), dejando en ellos la
dltima solucién de lavado durante al menos cinco minutos;

preparar la dilucién adecuada de anticuerpos contra R. solanacearum en tampén de bloqueo (apéndice 4).
Para anticuerpos comerciales validados, utilizar las diluciones recomendadas (normalmente una concen-
tracion que duplique el titulo);

afiadir 100 pl a cada pocillo e incubar durante una hora a 37 °C;

quitar la solucién de anticuerpos de los pocillos y lavar como se describe en el punto 4;

preparar la dilucién adecuada de conjugado de fosfatasa alcalina de anticuerpos secundarios en tampén
de bloqueo. Afiadir 100 pl a cada pocillo e incubar durante una hora a 37 °C;

quitar los anticuerpos conjugados de los pocillos y lavar como se describe en el punto 4;

afiadir 100 pl de solucién de sustrato de fosfatasa alcalina (apéndice 4) a cada pocillo. Incubar en la oscu-
ridad a temperatura ambiente y leer la absorbencia a 405 nm a intervalos regulares durante 90 minutos.

b) DASI (doble sandwich de anticuerpos indirecto) ELISA:

1)

preparar la dilucion adecuada de inmunoglobulinas policlonales contra R. solanacearum en tampén de blo-
queo de pH 9,6 (apéndice 4). Afiadir 200 pl a cada pocillo. Incubar a 37 °C de cuatro a cinco horas o
a 4 °C durante 16 horas;

lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apéndice 4).

Afiadir 190 pl de extracto de muestra a como minimo dos pocillos. Afiadir asimismo controles positivos
y negativos en dos pocillos de cada placa. Incubar durante 16 horas a 4 °C;

lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apéndice 4);

preparar una dilucién apropiada de anticuerpos monoclonales especificos de R. solanacearum en PBS (apén-
dice 4) que contenga asimismo 0,5 % de seroalbiimina bovina (BSA) y afiadir 190 pl a cada pocillo. Incu-
bar a 37 °C durante dos horas;

lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apéndice 4);

preparar una dilucion apropiada de inmunoglobulinas anti-raton conjugadas con fosfatasa alcalina en PBS.
Afadir 190 pl a cada pocillo. Incubar a 37 °C durante dos horas;

lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apéndice 4);

preparar una solucion de sustrato de fosfatasa alcalina que contenga 1 mg de p-nitrofenil fosfato por ml
de tamp6n de substrato (apéndice 4). Afiadir 200 pl a cada pocillo. Incubar en la oscuridad a temperatura
ambiente y leer la absorbencia a 405 nm a intervalos regulares durante 90 minutos.

Interpretacién de los resultados de la prueba ELISA

La prueba ELISA es negativa si la lectura media de la densidad dptica (DO) de pocillos de muestras duplicadas es
< 2 veces la DO del pocillo de control del extracto de muestra negativa, siempre y cuando todas las DO de los
controles positivos sean superiores a 1,0 (tras 90 minutos de incubacién con el substrato) y sean mds de dos veces
superiores a la DO obtenida a partir de extractos de muestra negativa.

La prueba ELISA es positiva si las lecturas medias de la DO de los pocillos de muestra duplicados es > 2 veces la
DO en el pocillo del extracto de muestra negativa, siempre y cuando las lecturas de DO en todos los pocillos de
control negativo sean < 2 veces las de los pocillos de control positivo.
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Las lecturas ELISA negativas en pocillos de control positivo indican que no se ha efectuado correctamente la prueba
o que ha estado inhibida. Las lecturas ELISA positivas en pocillos de control negativo indican que se ha producido
contaminacién cruzada o unién de anticuerpos no especificos.

9. Prueba de bioensayo

Nota: Las pruebas preliminares realizadas con este método deberfan permitir la deteccion reproducible de 10% a 10* unidades
formadoras de colonias de R. solanacearum por ml afiadidas a los extractos de muestras que previamente arrojaron resultados
negativos (para la preparacion véase el apéndice 3).

Se puede alcanzar la mdxima sensibilidad de deteccién cuando se utilicen extractos de muestras que se acaben de
preparar y cuando las condiciones de cultivo sean las dptimas. No obstante, este método puede aplicarse tam-
bién con éxito a extractos que se hayan almacenado en glicerol a una temperatura comprendida entre — 68 y
- 86 °C.

El protocolo siguiente se basa en Janse (1988):

9.1.  Utilizar diez plantas de prueba de un cultivar de tomate sensible (por ejemplo, Moneymaker o cultivar con sensi-
bilidad equivalente determinado por el laboratorio de andlisis) en la fase de la tercera hoja verdadera para cada
muestra. Para més detalles de cultivo, véase el apéndice 8. Otra alternativa es utilizar berenjenas (por ejemplo,
cultivar Black Beauty o cultivares con sensibilidad equivalente), tinicamente plantas en fase de hoja 2-3 hasta la
plena expansion de la tercera hoja verdadera. Se ha observado que los sintomas son menos graves y que se desa-
rrollan mds lentamente en la berenjena. Por tanto, cuando sea posible se recomienda utilizar plantulas de tomate.

9.2.  Distribuir 100 pl de extracto de muestra entre las plantas analizadas.

9.2.1. Inoculacién con jeringa

Inocular los tallos de las patatas justo por encima de los cotiledones con una jeringa provista de una aguja hipo-
dérmica (no menos de 23G). Distribuir la muestra entre las plantas analizadas.

9.2.2. Inoculacion en estrias

Sosteniendo 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 y la primera hoja.

Con un bisturf estéril practicar una incisién diagonal 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.

Sellar el corte con vaselina estéril utilizando una jeringa.

9.3.  Inocular con la misma técnica cinco plantones con una suspensién acuosa de 10° a 10° células por ml preparada
a partir de un cultivo de 48 horas de una cepa biovar 2 virulenta de R. solanacearum como control positivo y con
tampoén de precipitado (apéndice 4) como control negativo. Separar las plantas de control positivo y negativo de
las otras para evitar la contaminacién cruzada.

9.4.  Cultivar las plantas de prueba en instalaciones de cuarentena hasta un maximo de cuatro semanas entre 25y 30 °C
con elevada humedad relativa, regdndolas adecuadamente para evitar que se aneguen o se marchiten por deficien-
cia hidrica. Para evitar la contaminacién se deben incubar las plantas de control positivo y negativo en bancos
claramente separados en un invernadero o cdmara de cultivo; en el caso de que se disponga de un espacio redu-
cido, garantizar la estricta separacion entre tratamientos. En el caso de que deban incubarse juntas plantas para
distintas muestras, deben separarse con las pantallas adecuadas. Durante la fertilizacion, el riego, la inspeccion
y cualquier otra manipulacién deben extremarse las precauciones para evitar la contaminacion cruzada. Es esencial
mantener los invernaderos y las cdmaras libres de toda plaga de insectos, ya que estos pueden transmitir la bacteria
de una muestra a otra.

Comprobar si se aprecian sintomas de marchitamiento, epinastia, clorosis y/o crecimiento reducido.
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9.5.

9.6.

9.7.

2.1.

2.2,

2.3.

2.4,

Aislarlas de las plantas infectadas (seccién I1.3) e identificar cultivos purificados de presunta R. solanacearum
(seccion VI. B).

Si no se observan sintomas después de tres semanas, efectuar una prueba IF/PCR/Aislamiento en una muestra mixta
de secciones de 1 cm del tallo de cada planta analizada, tomadas por encima del punto de inoculacién. Si la prueba
es positiva, efectuar una dilucién en placas (seccién 4.1).

Identificar cualquier cultivo purificado de presunta R. solanacearum (seccién VL. B).
Interpretacién de los resultados de la prueba del bioensayo

Se obtienen resultados validos de la prueba del bioensayo cuando las plantas del control positivo muestran sinto-
mas tipicos, pueden reaislarse las bacterias de estas plantas y no se encuentran sintomas en los controles negativos.

La prueba del bioensayo es negativa si las plantas analizadas no estdn infectadas por R. solanacearum, siempre que
se detecte R. solanacearum en los controles positivos.

La prueba del bioensayo es positiva si las plantas analizadas estdn infectadas por R. solanacearum.

PRUEBAS DE IDENTIFICACION

Identificar cultivos puros de aislados de presunta R. solanacearum utilizando al menos dos de las pruebas siguientes
basadas en principios bioldgicos diferentes.

Cuando proceda, incluir cepas de referencia conocidas para cada prueba efectuada (véase el apéndice 3).

Pruebas de identificacion nutricional y enzimadtica

Determinar las propiedades fenotipicas siguientes que estén universalmente presentes o ausentes en R. solanacea-
rum, de acuerdo con los métodos de Lelliott y Stead (1987), Klement et al. (1990) y Schaad (2001).

Pruebas Resultado esperado

Produccién de pigmento fluorescente -

Inclusiones de poli-f-hidroxibutirato +
Prueba de la oxidacién/fermentacién O+/[F-
(OfF)

Actividad de catalasa +
Prueba de oxidasa de Kovac +
Reduccion de los nitratos +
Utilizacion de citratos +

Crecimiento a 40 °C -
Crecimiento en NaCl al 1 % +
Crecimiento en NaCl al 2 % -
Actividad de dihidrolasa de arginina -
Licuefaccion de la gelatina -
Hidrélisis del almidon -
Hidrdlisis de la esculina -

Produccién de levano -

Prueba IF
Preparar una suspensién de aproximadamente 10° células por ml en tampén IF (apéndice 4).

Preparar una serie de diluciones a 1/2 de un antisuero adecuado (véase el sitio web:
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Aplicar el procedimiento IF (secciéon VLA.5).

La prueba IF serd positiva si el titulo IF del cultivo es equivalente al del control positivo.
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3.1.

3.2.

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2

5.3.

6.2.

6.3.

7.1.

Prueba ELISA

Nota: Si solamente se efecttian dos pruebas de identificacion, no debe utilizarse ninguna otra prueba seroldgica ademds de este
método.

Preparar una suspensién de aproximadamente 10® células por ml en 1X PBS (apéndice 4).
Llevar a cabo un procedimiento ELISA adecuado con un anticuerpo monoclonal especifico de R. solanacearum.

La prueba ELISA serd positiva si la lectura ELISA obtenida del cultivo es como minimo la mitad de la obtenida
para el control positivo.

Prueba PCR
Preparar una suspensién de aproximadamente 10° células por ml en agua estéril de grado molecular.

Calentar 100 pl de la suspension celular en tubos cerrados en un calentador o al bafio marfa a 100 °C durante
cuatro minutos. 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 R. solanacearum [por ejem-
plo, Seal et al. (1993); Pastrik y Maiss (2000); Pastrik et al. (2002); Boudazin et al. (1999); Opina et al. (1997);
Weller et al. (1999)].

Se lograré la identificacion positiva de R. solanacearum si los amplicones de la PCR son del mismo tamafio y tienen
los mismos polimorfismos de la longitud del fragmento de restricciéon que los de la cepa de control positivo.

Prueba FISH
Preparar una suspensién de aproximadamente 10° células por ml en agua ultrapura.

Aplicar el procedimiento FISH (seccién VI.A.7) con al menos dos oligosondas especificas para R. solanacearum
(apéndice 7).

La prueba FISH serd positiva si se obtienen las mismas reacciones del cultivo y el control positivo.

Perfiles de dcidos grasos (Fatty acid profiling o FAP)
Mantener el cultivo en agar de tripticasa de soja (Oxoide) durante 48 horas a 28 °C.
Aplicar un procedimiento FAP adecuado (Janse, 1991; Stead, 1992).

La prueba FAP serd positiva si el perfil del presunto cultivo es idéntico al del control positivo. Los dcidos grasos
cuya presencia es caracteristica son 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H y 18:1 20H, y la ausencia de 16:0 30H es
altamente indicativa de Ralstonia sp.

Métodos de caracterizacién de las cepas

Se recomienda efectuar la caracterizacién de las cepas con uno de los métodos siguientes para cada nuevo caso de
aislamiento de R. solanacearum.

Cuando proceda, incluir cepas de referencia conocidas para cada prueba efectuada (véase el apéndice 3).
Determinaciéon de los biovares

R. solanacearum se separa en biovares en funcion de la capacidad para utilizar yjo oxidar tres disacdridos y tres
hexosas alcohdlicas (Hayward, 1964 y Hayward et al., 1990). Los medios nutritivos para la prueba del biovar se
describen en el apéndice 2. Esta prueba puede efectuarse con éxito inoculando los medios por perforacién con cul-
tivos puros de aislados de R. solanacearum e incubando a 28 °C. Si los medios se distribuyen en placas estériles de
cultivo de células de 96 pocillos (200 pl por pocillo) puede observarse en un plazo de 72 horas un cambio de
color, del verde oliva al amarillo, lo que indica un resultado positivo de la prueba.
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Biovar

1 2 3 5
Utilizacion de:
Maltosa - + + +
Lactosa - + + +
D (+) Celobiosa - + + +
Manitol - - + +
Sorbitol - - + -
Dulcitol - - + -
El biovar 2 se diferencia en subfenotipos mediante pruebas adicionales

Biovar 2A Biovar 2A Biovar 2T

(distribu-cién mundial (en Chile y Colombia) (en dreas tropicales)

Utilizacién de trehalosa - + +
Utilizacién de meso-inositol + - +
Utilizacién de D ribosa - - +
Actividad pectolitica (1) baja baja alta

(1) Véase Lelliott y Stead (1987).

Obtencién de la huella dactilar gendémica

La diferenciacién molecular de las cepas en el complejo de R. solanacearum puede conseguirse mediante diferentes

técnicas, entre las que se incluyen:

Andlisis de los polimorfismos de la longitud del fragmento de restriccién (RFLP) (Cook et al., 1989).

PCR de secuencia repetitiva utilizando cebadores REP, BOX y ERIC (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995).

Andlisis de los polimorfismos de la longitud del fragmento amplificado (AFLP) (Van der Wolf et al., 1998).

Métodos PCR

Pueden utilizarse cebadores especificos de PCR (Pastrik et al, 2002; véase el apéndice 6) para diferenciar cepas que
pertenezcan a la division 1 (biovares 3, 4 y 5) y la division 2 (biovares 1, 2A y 2T) de R. solanacearum, tal como se
define originalmente con el andlisis RELP (Cook et al., 1989) y la secuenciacién de 16S rADN (Taghavi et al., 1996).

PRUEBA DE CONFIRMACION

Como confirmacion final del diagndstico de R. solanacearum y para la evaluacion de la virulencia de cultivos iden-

tificados como R. solanacearum debe realizarse la prueba de patogenicidad:

1)  preparar un inéculo de aproximadamente 10° células por ml de cultivos de 24 a 48 horas a partir del aislado
que se vaya a someter a prueba y una cepa de control positivo adecuada de R. solanacearum (por ejemplo,

NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; véase el apéndice 3);

2) inocular entre cinco y diez tallos de plantulas de tomate o berenjena sensibles en la fase de la tercera hoja

verdadera (véase la seccion VL.A.9);
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incubar durante un maximo de dos semanas a una temperatura de 25 a 28 °C, con humedad relativa alta y
riego adecuado, evitando tanto el estancamiento del agua como el estrés provocado por la sequia. Con los
cultivos puros deberd obtenerse el marchitamiento tipico en el plazo de 15 dias. Si después de este periodo
no se presentan los sintomas, no podrd confirmarse que el cultivo es una forma patdgena de R. solanacearum;

comprobar si se aprecian sintomas de marchitamiento y/o epinastia, clorosis y crecimiento reducido;

aislar las plantas sintomdticas separando una seccién de tallo que esté 2 cm por encima del punto de inocu-
lacién. Dilacerar y suspender en un pequefio volumen de agua destilada estéril o en tampén fosfato 50 mM
(apéndice 4). Aislar de la suspensién mediante dilucion, extendiendo o haciendo estrfas en un medio ade-
cuado, preferentemente en un medio selectivo (apéndice 2), incubar entre 48 y 72 horas a 28 °C y examinar
la formacion de colonias tipicas de R. solanacearum.
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Apéndice 1

Laboratorios que han participado en la optimizacién y la validacién de los protocolos

Laboratorio (1) Lugar Pais
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Viena y Linz Austria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Bélgica
Plantedirektoratet Lyngby Dinamarca
Central Science Laboratory York Inglaterra
Scottish Agricultural Science Agency Edimburgo Escocia
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Angers Francia
Unité de Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Francia
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Alemania
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Alemania
State Laboratory Dublin Irlanda
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bolonia Italia
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Italia
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Paises Bajos
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Paises Bajos
Direccdo-Geral de Proteccdo das Culturas Lisboa Portugal
Centro de Diagnéstico de Aldearrubia Salamanca Espafia
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Espafia
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Suecia

(1) Cientificos de contacto: véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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a)

Medios para el aislamiento y el cultivo de R. solanacearum

Medios de cultivo en general

Agar nutritivo (NA)

Agar nutritivo (Difco) 230¢g

Agua destilada 1,01

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

Agar de levadura, glucosa, peptona (YPGA)

Extracto de levadura (Difco) 50¢g
Bacto-peptona (Difco) 50¢g
D(+)-glucosa (monohidrato) 10,0 g
Bacto-agar (Difco) 150¢g
Agua destilada 1,01

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

Agar de sacarosa y peptona (SPA)

Sacarosa 20,0 g
Bacto-peptona (Difco) 50¢g
K,HPO, 05g
MgSO,.7H,0 025g
Bacto-agar (Difco) 150¢g
Agua destilada 1,01
pH 7,2-7,4

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

Medio de tetrazolio de Kelman

Casaminodcidos (Difco) 10g
Bacto-peptona (Difco) 10,0 g
Dextrosa 50¢g
Bacto-agar (Difco) 150¢g
Agua destilada 1,01

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

Enfriar a 50 °C y afiadir una solucién de cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (Sigma), esterilizada por filtracion, para

conseguir una concentracion final de 50

Medios de cultivo selectivo validados

Medio SMSA (Englebrecht, 1994, modificado por Elphinstone et al., 1996)

Medio de base

Casaminodcidos (Difco)
Bacto-peptona (Difco)

Glicerol

Bacto-agar (Difco) (véase la nota 2)

Agua destilada

mgl.

10g
10,0 g
5,0 ml
15,0¢
1,01

Apéndice 2
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Disolver los ingredientes y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Enfriar a 50 °C y afiadir soluciones estdndar acuosas, esterilizadas por filtracion, de los siguientes ingredientes, a fin de
obtener las concentraciones finales especificadas:

Violeta cristal (Sigma) 5 mg por |

Polimixina-B-Sulfato (Sigma P-1004) 600 000 U (aproximadamente 100 mg) por |
Bacitracina (Sigma B-0125) 1250 U (aproximadamente 25 mg) por |

Cloranfenicol (Sigma C-3175) 5 mg por |

Penicilina-G (Sigma P-3032) 825 U (aproximadamente 0,5 mg) por 1

Cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (Sigma) 50 mg por |

Nota:

1. La utilizacion de reactivos diferentes de los especificados arriba puede afectar al crecimiento de R. solanacearum.

2. Puede utilizarse Agar oxoide #1 en lugar de Bacto-agar (Difco). En este caso, el crecimiento de R. solanacearum serd mds lento,
aunque también puede reducirse el crecimiento de saprofitas competidoras. Las colonias tipicas de R. solanacearum pueden nece-
sitar de uno a dos dfas mds para formarse y la coloracion rojiza puede ser més ligera y difusa que en Bacto-agar.

3. Siseincrementa la concentracién de bacitracina a 2 500 U por | pueden reducirse las poblaciones de bacterias competidoras sin
que se vea afectado el crecimiento de R. solanacearum.

Almacenar los medios y las soluciones estandar de antibiéticos a 4 °C en la oscuridad y utilizar en el plazo de un mes.

Las placas deberdn carecer de condensacion de superficie antes de su utilizacion.

Evitar un secado excesivo de las placas.

Deberd efectuarse un control de calidad tras la preparacién de cada nuevo lote de medio mediante siembra de una
suspensioén de un cultivo de referencia de R. solanacearum (véase el apéndice 3) y observacion de la formacién de colo-
nias tipicas después de incubacién a 28 °C de dos a cinco dias.

Medios de enriquecimiento validados
Caldo SMSA (Elphinstone et al., 1996)
Preparar como para medio de agar selectivo SMSA pero omitir Bacto-agar y cloruro de 2,3,5-tetrazolio.

Caldo Wilbrink modificado (Caruso et al., 2002)

Sacarosa 10g
Peptona proteosa 5¢
K,HPO, 05¢
MgSO,, 0,25g
NaNO, 0,25g
Agua destilada 11

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y enfriar a 50 °C.

Afadir soluciones estdndar de antibidticos como para el caldo SMSA.
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a) Aislados bacterianos

Apéndice 3

A. Material de control normalizado comercialmente disponible

Se recomiendan los siguientes aislados bacterianos para su utilizacion como material normalizado de referencia,
bien como controles positivos (cuadro 1) o durante la optimizacién de las pruebas para evitar reacciones cruzadas
(cuadro 2). Todas las cepas estin comercializadas por:

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

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

3. Collection Francaise de Bactéries Phytopathogenes (CFBP) — INRA Station Phytobactériologie, Angers, Francia.

Cuadro 1. Panel de referencia SMT de aislados de R. solanacearum

SMT

Codigo NCPPB i Otros cddigos Pais de origen Biovar
NCPPB 4153 6 CEBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egipto 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Turquia 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Inglaterra 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Chipre 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Suecia 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Bélgica 2
NCPPB 4156 (") 71() | PD 2762, CFBP 3857 Paises Bajos 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Francia 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80, NCPPB 4066 Portugal 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Espafia 2
NCPPB 4161 76 B3B Alemania 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 Estados Unidos 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Costa Rica 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Colombia 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Pert 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brasil 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Perti 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131a Australia 3
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filipinas 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 China 5

() Utilizar como cepa normalizada de referencia de R. solanacearum biovar 2 (raza 3).

Nota: La autenticidad de las cepas mencionadas solamente puede garantizarse si se ha recogido de un auténtico cultivo.
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Cuadro 2. Panel de referencia SMT de bacterias seroldgica o genéticamente relacionadas para su utilizacion en la

optimizacion de las pruebas de deteccion

Codigo NCPPB SI\;IT Otro c6digo Identificacion
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (')
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. Marginalis (')
NCPPB 4164 — CFBP 2227 Burkholderia cepacia (%)
NCPPB 4165 — CFBP 2459 Ralstonia pickettii (2)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii (*)
CSL Pr1150
NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (1)
PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (')
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli ()
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae (1)
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (')
NCPPB 3726 59 CEBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium (1) () (%)
NCPPB 4168 61 CEBP 4619 Enterobacter sp. (')
IPO S339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp. (1)
NCPPB 4170 63 CFBP 4621 Ochrobactrum anthropi () (2)
IPO S306
NCPPB 4171 64 CEBP 4622 Curtobacterium sp. (*) ()
IPO 1693
NCPPB 4172 65 IPO 1 696a Pseudomonas sp. (1)
NCPPB 4173 — PD 2318 Aureobacterium sp. (2)
NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. (1) ()

(1

cebadores especificos OLI-1 y Y-2 (véase el apéndice 6).

(%) Probablemente tendrd reacciones cruzadas en la mayor parte de las pruebas, pero solamente se conoce su aparicion en bananas

en Indonesia.

Cepa que puede presentar reaccién cruzada en pruebas seroldgicas (IF y/o ELISA) con antisueros policlonales.
(%) Cepa de la que puede amplificarse el producto de la PCR en algunos laboratorios de un tamafio similar al esperado utilizando

b) Material de control normalizado comercialmente disponible

El siguiente material de control normalizado puede obtenerse a partir de un cultivo NCPPB:

Congelar precipitado seco de extracto de patata a partir de 200 tubérculos de patata sanos como control negativo
para todas las pruebas.

Congelar precipitado seco de extracto de patata a partir de 200 tubérculos de patata sanos que contengan de 10°
a10*y 10* a 10° células de R. solanacearum biovar 2 (por ejemplo, cepa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857)
como controles positivos para pruebas seroldgicas y PCR. Teniendo en cuenta que la viabilidad de las células se ve
afectada durante la criodesecacion, no son adecuados como controles normalizados para pruebas de aislamiento o

de bioensayo.

Utilizar suspensiones fijadas con formalina de R. solanacearum biovar 2 (cepa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857)

de 10° células por ml como controles positivos para pruebas serolégicas.

B. Preparacion de controles positivos y negativos

Preparar un cultivo de 48 horas de una cepa virulenta de R. solanacearum raza 3/biovar 2 (por ejemplo, cepa
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) en medio base SMSA y suspender en tampé6n fosfato 10 mM para obtener
una densidad celular de aproximadamente 2 x 10% cfu por ml. Esto se obtiene normalmente mediante una suspensién

ligeramente turbia equivalente a una densidad optica de 0,15 a 600 nm.
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Separar las cuiias basales de 200 tubérculos de una variedad de piel blanca conocida por estar exenta de R. solanacearum.
Procesar las cufias basales como es habitual y resuspender el precipitado en 10 ml.

Preparar diez microviales estériles de 1,5 ml con 900 pl del precipitado resuspendido.

Transferir 100 pl de la suspension de R. solanacearum al primer microvial. Homogeneizar por agitacion.

Establecer niveles decimales de contaminacion realizando nuevas diluciones en los cinco microviales siguientes.

Los seis microviales contaminados se utilizardn como controles positivos. Los cuatro microviales no contaminados se
utilizardn como controles negativos. Etiquetar los microviales como corresponda.

Preparar alicuotas de 100 pl en microviales estériles de 1,5 ml para obtener de este modo nueve réplicas de cada mues-
tra de control. Almacenar a una temperatura de — 16 a — 24 °C hasta que se vayan a utilizar.

La presencia y la cuantificacién de R. solanacearum 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 mues-
tras de ensayo.

En las pruebas IF, FISH y PCR, debe detectarse R. solanacearum en al menos 10° y 10* células/ml de los controles
positivos y en ninguno de los controles negativos.
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Apéndice 4

Tampones para procedimientos de ensayo

GENERAL: Los tampones esterilizados que no se hayan abierto pueden almacenarse hasta un afio.

1.1.

1.2.

2.1

Tampones para el procedimiento de extraccién

Tampon de extraccion (tampén fosfato 50 mM, pH 7,0)

Este tampén se utiliza para la extraccién de la bacteria del tejido de las plantas mediante la homogeneizacién o la
agitacion.

Na,HPO, (anhidro) 426¢g
KH,PO, 272
Agua destilada 1,001

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

Los siguientes componentes adicionales pueden resultar utiles:

Finalidad Cantidad (por 1)
Copos de Lubrol Defloculante () 05g
Compuesto DC silicona antiespumante Antiespumante (°) 1,0 ml
Pirofosfato tetrasodico Antioxidante 10¢g
Polivinilpirrolidona-40000 (PVP-40) Unir los inhibidores PCR 50¢

(") Para su utilizacién en el método de extraccion por homogeneizacion.

Tampén de precipitado (tampén fosfato 10 mM, pH 7,2)

Este tampon se utiliza para la resuspension y la dilucion de extractos de cufias basales de tubérculos de patata tras la
concentracion en un precipitado mediante centrifugacion.

Na,HPO,.12H,0 27 ¢
NaH,PO,.2H,0 04¢g
Agua destilada 1,01

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

Tampones para la prueba IF

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

Este tampon se utiliza para la dilucion de anticuerpos.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 04g
NaCL 8,0g
Agua destilada 1,01

Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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2.2.

2.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Tampoén [F-Tween
Este tampoén se utiliza para lavar los portaobjetos.

Afiadir 0,1 % de Tween 20 al tampén IF.

Solucion de glicerol con tampoén de fosfato, pH 7,6

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

Na,HPO,.12H,0 32
NaH,PO,.2H,0 015g
Glicerol 50 ml
Agua destilada 100 ml

En el mercado pueden encontrarse soluciones de montaje que protegen la fluorescencia, como, por ejemplo, Vectas-
hield® (Vector Laboratories) o Citifluor® (Leica).

Tampones para la prueba ELISA indirecta

Tampén fuerza doble para tapizado, pH 9,6

Na,CO, 6,36g
NaHCO, 11,72g
Agua destilada 1,001

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

Puede afiadirse como antioxidante sulfito de sodio (0,2 %) si es necesario para evitar la acumulacion de compuestos
aromdticos oxidados.

10X Tampén fosfato salino (PBS), pH 7,4

NaCL 80,0g
KH,PO, 20g
Na,HPO,.12H,0 290g
KCl 20g
Agua destilada 1,01
PBS-Tween

10X PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Agua destilada 895 ml

Tampoén de bloqueo (anticuerpos) (debe prepararse en el momento de su utilizacion)

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

10 % Tween 20 0,5 ml
Leche en polvo 05¢g

Agua destilada completar hasta 100 ml
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3.5.

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

Solucién de sustrato fosfatasa alcalina, pH 9,8

Dietanolamina 97 ml

Agua destilada 800 ml

Mezclar y ajustar el pH a 9,8 con HCl concentrado.
Completar hasta 1 litro con agua destilada.
Afiadir 0,2 g de MgCl,.

Disolver dos pastillas de 5 mg de sustrato fosfatasa (Sigma) por cada 15 ml de solucion.

Tampones para la prueba DASI ELISA

Tampén de tapizado, pH 9,6

Na,CO, 1,59 ¢
NaHCO; 293¢
Agua destilada 1000 ml

Disolver los ingredientes y comprobar el pH.

10X Tampon fosfato salino (PBS), pH 7,2-7,4

NaCL 80,0 ¢
NaH,PO,.2H,0 40¢g
Na,HPO,.12H,0 27,09
Agua destilada 1000 ml
PBS-Tween

10X PBS 50 ml

10 % Tween 20 5 ml
Agua destilada 950 ml

Tampon de sustrato, pH 9,8

Dietanolamina 100 ml

Agua destilada 900 ml

Mezclar y ajustar el pH a 9,8 con HCl concentrado.
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Apéndice 5

Determinacién del nivel de contaminacién en las pruebas IF y FISH

Contar el niimero medio de células fluorescentes tipicas por campo de vision (c).

Calcular el ntimero de células fluorescentes tipicas por pocillo del portaobjetos del microscopio (C):
C=cxS§[sd

onde S = superficie del pocillo del portaobjetos maltiple

y s = superficie del campo del objetivo

s = ni’/[4G’K? donde i = coeficiente de campo (varia de 8 a 24 dependiendo del tipo ocular)

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

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

Calcular el nimero de células fluorescentes tipicas por ml de precipitado resuspendido (N):

N=Cx1000fy xF

donde y = volumen de precipitado resuspendido en cada pocillo

y F = factor de dilucién del precipitado resuspendido
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Apéndice 6

Protocolos y reactivos PCR validados

Nota: Las pruebas preliminares deberdn permitir la deteccién reproducible de al menos 10° a 10* células de R. solanacearum por ml de

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

extracto de muestra.

Por otra parte, las pruebas preliminares no deben arrojar resultados positivos falsos con respecto a un conjunto de cepas bacterianas
seleccionadas (véase el apéndice 3).

Protocolo PCR de Seal et al. (1993)

Cebadores del oligonucledtido

Cebador directo OLI-1 5'-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3’
Cebador reverso Y-2 5’-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’

Tamario esperado del amplicon de los moldes de ADN de R. solanacearum = 288 bp.

Mezcla para la reaccién PCR

Reactivo Cantidad por reaccion Concentracion final

Agua ultrapura estéril 17,65 pl
10x tamp6n PCR (1) (15 mM MgCl,) 2,5ul 1x (1,5 mM MgCl,)
Mezcla ANTP (20 mM) 0,25 pl 0,2 mM
Cebador OLI-1 (20 uM) 1,25 pl 1pM
Cebador Y-2 (20 uM) 1,25ul 1pM
Polimerasa Taq (5 U/l () 0,1pl 05U
Volumen de muestra 2,0 ul

Volumen total 25 pl

(1) El método se valid6 utilizando polimerasa Taq de Perkin Elmer (AmpliTaq) y Gibco BRL.

Condiciones de reaccion PCR

Aplicar el siguiente programa:

1 ciclo de: i) 2 minutos a 96 °C (desnaturalizacién del molde de ADN)
35 ciclos de: i) 20 segundos a 94 °C (desnaturalizacién del molde de ADN)
iii) 20 segundos a 68 °C (hibridacion de los cebadores)
iv) 30 segundos a 72 °C (extension de la copia)
1 ciclo de: v) 10 minutos a 72 °C (extension final)
vi) mantener a 4 °C.

Nota: Este programa se optimizé para utilizarlo con un termociclador Perkin Elmer 9600. Puede ser preciso modificar la duracion
de los ciclos ii), iii) y iv) para su utilizacién con otros modelos.

Andlisis de la enzima de restriccion del amplicén

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R. solanacearum producen un polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccion caracteristico con la enzima Ava II tras la incubacién a 37 °C.
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2.1.

2.2,

2.3.

2.4.

3.1.

Protocolo PCR de Pastrik y Maiss (2000)

Cebadores del oligonucledtido

Cebador directo Ps-1 ~ 5’- agt cga acg gca gcg ggg g -3’
Cebador reverso Ps-2 5~ ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca -3’

Tamafio esperado del amplicén de los moldes de ADN de R. solanacearum = 553 bp.

Mezcla para la reaccién PCR

Reactivo Cantidad por reaccion Concentracion final

Agua ultrapura estéril 16,025 pul
10x tampén PCR (1) 2,5u 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fracciéon V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
Mezcla d-nTP (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Cebador Ps-1 (10 pM) 0,5ul 0,2 uM
Cebador Ps-2 (10 pM) 0,5l 0,2 uM
Polimerasa Taq (5 U/ul) (1) 0,1l 05U
Volumen de muestra 5,0 pl

Volumen total 25,0 pl

(") Los métodos se validaron utilizando polimerasa Taq de Perkin Elmer (AmpliTaq) y Gibco BRL.
Nota: Originalmente optimizado para termociclador MJ Research PTC 200 con polimerasa Gibco Taq.
También pueden utilizarse Perkin Elmer AmpliTaq y tampén con las mismas concentraciones.

Condiciones de reaccién PCR
Aplicar el siguiente programa:
1 ciclo de: i) 5 minutos a 95 °C (desnaturalizacion del molde de ADN)

35 ciclos de: i) 30 segundos a 95 °C (desnaturalizacion del molde de ADN)

iii) 30 segundos a 68 °C (hibridacion de los cebadores)

iv) 45 segundos a 72 °C (extension de la copia)
1 ciclo de: V) 5 minutos a 72 °C (extension final)
vi) mantener a 4 °C.

Nota: Este programa estd optimizado para utilizarlo con un termociclador MJ Research PTC 200. Puede ser preciso modificar la
duracién de los ciclos ii), iii) y iv) para su utilizacion con otros modelos.

Andlisis de la enzima de restriccion del amplicon
Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R. solanacearum producen un polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccion caracteristico con la enzima Taq I tras la incubacién a 65 °C durante 30 minutos. Los frag-

mentos de restriccion obtenidos a partir del fragmento especifico de R. solanacearum tienen un tamafio de 457 bp
y 96 bp.

Protocolo PCR multiplex con control PCR interno (Pastrik et al., 2002)

Cebadores del oligonucledtido

Cebador directo RS-1-F 5'- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA -3’
Cebador reverso RS-1-R 5'- CCC AGT CAC GGC AGA GACT -3’
Cebador directo NS-5-F 5'- AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAA G -3’
Cebador reverso NS-6-R  5’- GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC -3’

Tamafio esperado del amplicon de los moldes de ADN de R. solanacearum = 718 bp (conjunto de cebadores RS).

Tamario esperado del amplicon de control PCR interno 18S rARN = 310 bp (conjunto de cebadores NS).
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3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

Mezcla para la reaccién PCR

Reactivo Cantidad por reaccién Concentracién final

Agua ultrapura estéril 12,625 ul
10x tampén PCR (1) (15 mM MgCl,) 2,5ul 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraccion V) (10 %) 0,25 pl 0,1%
Mezcla d-nTP (20 mM) 0,125 pul 0,1 mM
Cebador RS-1-F (10 uM) 2,0l 0,8 pM
Cebador RS-1-R (10 pM) 2,0 ul 0,8 pM
Cebador NS-5-F (10 pM) () 0,15l 0,06 uM
Cebador NS-6-R (10 pM) () 0,15l 0,06 uM
Polimerasa Taq (5 U/l () 0,2 ul 1,0U
Volumen de muestra 5,0 ul

Volumen total 25,0 pl

(") Los métodos se validaron utilizando polimerasa Taq de Perkin Elmer (AmpliTaq) y Gibco BRL.

(%) La concentracién de los cebadores NS-5-F y NS-6-R se optimiz6 para la extraccién de cuiias basales de patata utilizando el método
de homogeneizacién y purificacién del ADN de acuerdo con Pastrik (2000) (véase la seccién VI.A.6.1.a). Serd necesario proceder
a la reoptimizacion de las concentraciones de reactivos si se utilizan la extraccion por agitacion u otros métodos de aislamiento
del ADN.

Condiciones de reacciéon PCR

Aplicar el siguiente programa:

1 ciclo de: i) 5 minutos a 95 °C (desnaturalizacién del molde de ADN)
35 ciclos de: i) 30 segundos a 95 °C (desnaturalizacién del molde de ADN)
iii) 30 segundos a 58 °C (hibridacién de los cebadores)
iv) 45 segundos a 72 °C (extension de la copia)
1 ciclo de: V) 5 minutos a 72 °C (extension final)
vi) mantener a 4 °C.

Nota: Este programa estd optimizado para utilizarlo con un termociclador MJ Research PTC 200. Puede ser preciso modificar la
duracion de los ciclos ii), iii) y iv) para su utilizacién con otros modelos.

Andlisis de la enzima de restriccion del amplicén

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R. solanacearum producen un polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccién caracteristico con la enzima Bsm I o un Isoschizomere (por ejemplo, Mva 1269 1) tras la
incubacién a 65 °C durante 30 minutos.

Protocolo PCR especifico del biovar de R. solanacearum (Pastrik et al, 2001)

Cebadores del oligonucledtido

Cebador directo Rs-1-F 5'- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA -3’
Cebador reverso Rs-1-R 5’- CCC AGT CAC GGC AGA GACT -3’
Cebador reverso Rs-3-R 5'- TTC ACG GCA AGA TCG CTC -3’

Tamario esperado del amplicon de los moldes de ADN de R. solanacearum:
con Rs-1-F/Rs-1-R = 718 bp

con Rs-1-F/Rs-3-R = 716 bp.
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4.2. Mezcla para la reaccién PCR

a)  Biovar 1/2 especifico PCR
Reactivo Cantidad por reaccion Concentracion final
Agua ultrapura estéril 12,925 ul
10X tampén PCR (1) 2,5u 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fracciéon V) (10 %) 0,25 pul 0,1%
Mezcla d-NTP (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Cebador Rs-1-F (10 puM) 2ul 0,8 uM
Cebador Rs-1-R (10 pM) 2ul 0,8 pM
Polimerasa Taq (5 U/ul) (1) 0,2l 1U
Volumen de muestra 5,0 ul
Volumen total 25,0 pl

(") Los métodos se validaron utilizando polimerasa Taq de Perkin Elmer (AmpliTaq) y Gibco BRL.

b) Biovar 3/4/5 especifico PCR

Reactivo Cantidad por reaccion Concentracion final

Agua ultrapura estéril 14,925 ul
10X tampén PCR (1) 2,5l 1x (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraccién V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
Mezcla ANTP (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Cebador Rs-1-F (10 pM) 1yl 0,4 pM
Cebador Rs-3-R (10 pM) 1yl 0,4 pM
Polimerasa Taq (5 U/ul) (1) 0,2 ul 1U
Volumen de muestra 5,0 ul

Volumen total 25,0 pl

() Los métodos se validaron utilizando polimerasa Taq de Perkin Elmer (AmpliTaq) y Gibco BRL.

4.3. Condiciones de reaccién PCR

4.4.

Aplicar el siguiente programa a las reacciones especificas de biovar 1/2 y biovar 3/4/5:

1 ciclo de: i)

35 ciclos de: i)
iii)
iv)

1 ciclo de: v)

vi)

5 minutos a 95 °C (desnaturalizacion del molde de ADN)
30 segundos a 95 °C (desnaturalizaciéon del molde de ADN)
30 segundos a 58 °C (hibridacion de los cebadores)

45 segundos a 72 °C (extension de la copia)

5 minutos a 72 °C (extension final)

mantener a 4 °C.

Nota: Este programa se optimizé para utilizarlo con un termociclador MJ Research PTC 200. Puede ser preciso modificar la dura-

Andlisis de la enzima de restriccion del amplicon

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R. solanacearum utilizando cebadores Rs-1-F y Rs-1-R producen
un polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccién caracteristico con la enzima Bsm I o un Isoschizomere
(por ejemplo, Mva 1269 ) tras la incubacién a 65 °C durante 30 minutos. Los productos PCR amplificados a partir
de ADN de R. solanacearum utilizando los cebadores Rs-1-F y Rs-3-R no poseen sitios de restriccion.
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5. Preparacion del tampén de carga

5.1. Azul de bromofenol (soluciéon estdndar al 10 %)

Azul de bromofenol 5¢
Agua destilada (bidest) 50 ml

5.2. Tampdn de carga

Glicerol (86 %) 3,5 ml
Azul de bromofenol (5,1) 300 pl
Agua destilada (bidest) 6,2 ml

6. 10X tampon de tris acetato EDTA (TAE), pH 8,0

Tampén tris 48,40 ¢
Acido acético glacial 11,42 ml
EDTA (sal dis6dica) 3,72¢
Agua destilada 1,001

Diluir a 1X antes de utilizarlo.

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

Apéndice 7

Reactivos validados para la prueba FISH

Sonda especifica para R. solanacearum OLI-1-CY3: 5'- GGC AGG TAG CAA GCT ACC CCC-3’

Sonda eubacteriana no especifica EUB-338-FITC: 5'- GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3’

. Solucién fijadora

jADVERTENCIA! LA SOLUCION FIJADORA CONTIENE PARAFORMALDEHIDO QUE ES TOXICO. UTILIZAR
GUANTES Y NO INHALAR. SE RECOMIENDA TRABAJAR EN UNA CAMPANA EXTRACTORA DE GASES.

i)  Calentar 9 ml de agua de grado molecular, por ejemplo agua ultrapura, a 60 °C aproximadamente y afiadir 0,4 g
de paraformaldehido. El paraformaldehido se disuelve cuando se afiaden 5 gotas de 1N NaOH y se remueve con
un agitador magnético.

ii)  Ajustar el pH a 7,0 mediante la adicién de 1 ml de tampon de fosfato de concentracién 0,01 My 5 gotas de 1N
HCl. Verificar el pH con bandas indicadoras y ajustar si fuese necesario con HCl o NaOH. jADVERTENCIA! NO
UTILIZAR UN MEDIDOR DE PH EN SOLUCIONES QUE CONTENGAN PARAFORMALDEHIDO.

i) Filtrar la solucién con un filtro de membrana de 0,22 pm y mantener libre de polvo a 4 °C hasta nueva utilizacién.

3X Hybmix

NaCL
Tris-HCl

EDTA (filtro esterilizado con autoclave)

Diluir a 1X como se precisa.

1X Hybmix

. Solucién de hibridacién

Dodecilsulfato sédico (SDS)

Formamida
Sonda EUB 338
Sonda OLI-1 o OLI-2

2,7 M
60 mM (pH 7,4)
15 mM

0,01 %
30 %

5 ngful
5 ngful

Preparar las cantidades de solucion de hibridacion de acuerdo con los célculos del cuadro. Para cada portaobjetos (que
contenga dos muestras distintas por duplicado) se precisan 90 pl de solucién de hibridacién. IMPORTANTE: DEBE
TENERSE EN CUENTA QUE LA FORMAMIDA ES MUY TOXICA, POR LO QUE DEBEN UTILIZARSE GUANTES Y
TOMARSE LAS PRECAUCIONES DE SEGURIDAD NECESARIAS.

Cuadro Cantidades sugeridas para la preparacion de la mezcla de hibridacién

Niimero de portaobjetos 1 4 6 8 10
Agua ultrapura estéril 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
3X hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1 % SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamida 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
Sonda EUB 338 (100 ng/ul) 45 18,0 27,0 36,0 45,0
Sonda OLI-1 u OLI-2 (100 ng/ul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Volumen total (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Nota: Almacenar todas las soluciones que contengan oligosondas fotosensibles en la oscuridad a — 20 °C.
Proteger de la luz del sol o eléctrica directa durante su utilizacion.
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5. Tampon fosfato 0,1 M, pH 7,0

Na,HPO,
KH,PO,
Agua destilada

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

8,52¢g
544 ¢
1,001
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Apéndice 8

Condiciones de cultivo para el tomate y la berenjena

Sembrar semillas de tomate (Lycopersicon esculentum) o berenjena (Solanum melongena) en compost pasteurizado de semillas.
Trasplantar las plantulas con los cotiledones completamente abiertos (10 a 14 dfas) en compost pasteurizado de tiesto.

Las berenjenas o los tomates deben cultivarse en un invernadero que cumpla las siguientes condiciones medioambientales

antes de la inoculacion:

Duracién diurna:

Temperatura:

Variedad de tomate sensible:

Variedad de berenjena sensible:

Proveedores:

14 horas o dia natural si es de mayor duracién

diurna:21 a 24 °C
nocturna:14 a 18 °C

“Moneymaker”
“Black Beauty”

véase el sitio web:http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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ANEXO III

En cada caso de brote sospechoso para el que se haya realizado una o varias pruebas de seleccion con resultados
positivos de acuerdo con los métodos establecidos en el anexo II para el material vegetal enumerado y para todos los
otros casos, y se espere recibir confirmacién o refutacion por aplicacion de los citados métodos, se deberd proceder a
la retencién y adecuada conservacién, hasta completar los métodos mencionados, de:

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

— cualquier extracto sobrante y cualquier material adicional que se haya preparado para la prueba o pruebas de
seleccion, como por ejemplo placas de inmunofluorescencia,

y
— toda la documentacion pertinente.
La retencion de los tubérculos permitird que se puedan llevar a cabo pruebas de variedades cuando se estime oportuno.

En el caso de confirmacion de la presencia del organismo, se procederd a la retencién y adecuada conservacion hasta
un mes después, como minimo, en virtud del procedimiento establecido en el articulo 5, apartado 2:

—  del material especificado en el punto 1,

y

— de una muestra de las berenjenas o los tomates infectados inoculados con extracto de tubérculo o de planta,
cuando sea adecuado,

y

— del cultivo aislado del organismo.
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ANEXO IV

Los elementos de la investigacién que dispone el articulo 5, apartado 1, letra a), inciso i), serdn, cuando proceda, los
siguientes:

i)

ii)

lugares de produccion:

y

en los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas que estén relacionadas clénicamente con aquellas en
las que se haya comprobado la infeccién por el organismo,

en los que se estén cultivando o se hayan cultivado tomates que procedan de las mismas fuentes que aquellos en
los que se haya comprobado la infeccion por el organismo,

en los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas o tomates que se hayan puesto bajo control oficial
por sospecharse la presencia del organismo,

en los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas que estén relacionadas clénicamente con las que
hayan sido cultivadas en lugares de produccion de los que se sospeche la infeccion por el organismo,

en los que se cultiven patatas o tomates y que estén localizados en las proximidades de los lugares de produc-
cién infectados, incluidos aquellos en los que se compartan equipos e instalaciones de produccién directamente
o por intervencién de un contratista comdn,

en los que se utilicen para las labores de riego o rociamiento aguas de superficie de cualquier fuente en la que se
haya confirmado o de la que se sospeche la infeccién por el organismo,

en los que se utilicen para las labores de riego o rociamiento aguas de superficie de una fuente explotada
en comdn con lugares de produccién en los que se haya confirmado o de los que se sospeche la infeccion por el
organismo,

que estén o hayan sido anegados con aguas de superficie en las que se haya confirmado o de las que se sospeche
la infeccién por el organismo,

las aguas de superficie que se utilicen para el riego o rociamiento, o para la anegacién, de un campo o campos o de
un lugar o lugares de produccién en los que se haya confirmado la infecciéon
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ANEXO V

Al determinar, con arreglo al articulo 5, apartado 1, letra a), inciso iii), y al articulo 5, apartado 1, letra c), inciso iii),
el alcance de la contaminacion probable, se incluirdn los elementos siguientes:

el material vegetal indicado obtenido en un lugar de produccién que haya sido declarado contaminado en virtud
del articulo 5, apartado 1, letra a), inciso ii),

el lugar o lugares de produccién que tengan una relacién de produccién con el material vegetal indicado que
haya sido declarado contaminado en virtud del articulo 5, apartado 1, letra a), inciso ii), incluidos aquellos luga-
res que compartan equipos e instalaciones de produccién directamente o por intervenciéon de un contratista
comun,

el material vegetal indicado que se haya producido en el lugar o lugares de produccién contemplados en el
guién anterior o que estuviera presente en tales lugares durante el tiempo en que el material vegetal indicado
declarado contaminado en virtud del articulo 5, apartado 1, letra a), inciso ii), se hallara presente en el lugar de
produccion mencionado en el primer guién,

las instalaciones que hayan manipulado el material vegetal indicado procedente de los lugares de produccion a
los que se refieren los guiones anteriores,

cualquier maquinaria, vehiculo, buque, almacén o unidades de estos y cualesquiera otros objetos, incluido el
material de embalaje, que puedan haber estado en contacto con el material vegetal indicado declarado contami-
nado en virtud del articulo 5, apartado 1, letra a), inciso ii),

cualquier material vegetal indicado que haya sido almacenado o haya estado en contacto con cualquiera de las
estructuras y los objetos mencionados en el guién anterior antes de la limpieza y desinfeccion de estos,

como resultado de la investigacion y de los andlisis contemplados en el articulo 5, apartado 1, letra a), inciso i),
en el caso de las patatas, aquellos tubérculos o plantas que tengan una relacién clonal fraterna o parental y, en el
caso del tomate, aquellas plantas que procedan de las mismas fuentes que el material vegetal indicado declarado
contaminado en virtud del articulo 5, apartado 1, letra a), inciso ii), y para las cuales, aunque las pruebas de
deteccién del organismo hayan sido negativas, parezca probable la contaminacion a través de un vinculo clonal.
Puede efectuarse una prueba de variedades para verificar la identidad de los tubérculos o plantas contaminados
que estén relacionados clénicamente,

el lugar o lugares de produccion del material vegetal indicado a que se refiere el guion anterior,

el lugar o lugares de produccion del material vegetal indicado en los que se utilicen para las labores de riego
o rociamiento aguas que hayan sido declaradas contaminadas en virtud del articulo 5, apartado 1, letra c),
inciso ii),

el material vegetal indicado producido en campos anegados con aguas de superficie en las que se haya confir-
mado la contaminacién.

Para la determinacién de la posible propagacion a la que se refieren el articulo 5, apartado 1, letra a), inciso iv), y el
articulo 5, apartado 1, letra c), inciso iii), deberdn tenerse en cuenta los elementos siguientes:

en los casos previstos en el articulo 5, apartado 1, letra a), inciso iv):

— la proximidad de otros lugares de produccién en los que se cultive el material vegetal indicado,

— la produccion y utilizacion comunes de existencias de patatas de siembra,

— los lugares de produccion en los que se utilicen aguas de superficie para el riego o rociamiento del material
vegetal indicado cuando exista o haya existido el riesgo de escorrentia, o de anegamiento, de aguas super-
ficiales procedentes de un lugar o lugares de produccion que hayan sido declarados contaminados en vir-
tud del articulo 5, apartado 1, letra a), inciso ii),
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ii) en los casos en que se hayan declarado contaminadas aguas de superficie en virtud del articulo 5, apartado 1,
letra ¢), inciso ii):

el lugar o lugares productores del material vegetal indicado contiguos a las aguas superficiales declaradas
contaminadas, o que corran el riesgo de ser anegados por estas aguas,

cualquier fuente de riego separada que se comunique de alguna forma con las aguas superficiales declara-
das contaminadas,

masas de agua conectadas con el agua superficial declarada contaminada, teniendo en cuenta:
— la direccién y el nivel de flujo del agua declarada contaminada,

— la presencia de solandceas silvestres huésped.

3. La notificacién a la que se refiere el articulo 5, apartado 2, parrafo primero, debera:

— efectuarse de manera inmediata una vez que la presencia del organismo haya sido confirmada por las pruebas
de laboratorio con arreglo a los métodos expuestos en el anexo II, y deberd recoger, como minimo:

para las patatas:
a) el nombre de la variedad del lote,
b) el tipo (de consumo, de siembra, etc.) y, en su caso, la categoria de siembra,

para las tomateras: el nombre de la variedad del lote y, en su caso, la categorfa,

— sin perjuicio de los requisitos de notificacion de la sospecha de la presencia del organismo previstos en el arti-
culo 4, apartado 3, el Estado miembro en el que se haya confirmado la presencia del organismo, cuando exista
un riesgo de contaminacion del material vegetal indicado desde o hacia otro Estado o Estados miembros, trans-
mitird inmediatamente al Estado o los Estados miembros afectados la informacién necesaria para cumplir el
articulo 5, apartado 3, que incluye:

a)

el nombre de la variedad del lote de patatas o tomates,
el nombre y la direccion del expedidor y del destinatario,
la fecha de entrega del lote de patatas o tomates,

el tamafio del lote de patatas o tomates entregado,

una copia del pasaporte fitosanitario o, como minimo, de su nimero, cuando sea apropiado o, en su caso,
el niimero de registro del productor o comerciante y una copia del aviso de entrega.

Deberd notificarse inmediatamente a la Comision una vez se haya transmitido la informacién mencionada.

4. La notificacion adicional a la que se refiere el articulo 5, apartado 2, parrafo segundo, deberd incluir lo siguiente:

cuando hayan finalizado todas las investigaciones, y para cada caso:

a) la fecha en la que se confirmé la contaminacion;

b) una breve descripcion de la investigacion llevada a cabo para identificar la fuente y posible propagacion de la
contaminacion, incluido el nivel de muestreo efectuado;

¢)  informaci6n sobre la fuente o fuentes de contaminacién determinadas o presuntas;

d)  detalles relativos al alcance de la contaminacion declarada, incluido el nimero de lugares de produccién y, en el
caso de las patatas, el nimero de lotes, con la indicacién de la variedad y, en el caso de las patatas de siembra, la
categoria;
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detalles relativos a la delimitacion de la zona, incluido el nimero de lugares de produccion no declarados con-
taminados pero incluidos en la zona;

detalles relativos a la designacion del agua, incluido el nombre y la ubicacién de la masa de agua y el alcance de
la prohibicién de riego/designacion;

en el caso de cualquier partida o lote de tomateras declarado como contaminado, los certificados prescritos en
el articulo 13, apartado 1, inciso ii), de la Directiva 2000/29/CE y el nimero de pasaporte, de acuerdo con la
lista que se recoge en el anexo V, parte A, seccion I, punto 2.2, de la Directiva 2000/29/CE;

cualesquiera otros datos que requiera la Comision relativos al brote o los brotes confirmados.
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ANEXO VI

Las disposiciones mencionadas en el articulo 6, apartado 1, serdn las siguientes:

la utilizacién como piensos, previo tratamiento térmico adecuado, de forma que no haya riesgo alguno de super-
vivencia del organismo,

la eliminacién en un vertedero de eliminacién de residuos autorizado oficialmente en donde no exista ningtin
riesgo identificable de escape del organismo al medio ambiente, por ejemplo, a través de filtracion a tierras agri-
colas ni de contacto con fuentes de agua que puedan utilizarse para el riego de dichas tierras,

la incineracién,

la transformacion industrial mediante entrega directa e inmediata a una planta de transformacién dotada de
instalaciones de eliminacién de residuos autorizadas oficialmente, para las que se establezca la ausencia de ries-
gos detectables de propagacién del organismo, y de un sistema de limpieza y desinfeccién de los vehiculos de
transporte, al menos,

otras medidas, siempre que se descarte el posible riesgo de propagacion del organismo; dichas medidas y su
justificacién se notificardn inmediatamente a la Comision y a los demds Estados miembros.

Cualquier residuo restante asociado con las opciones anteriores y derivado de ellas se eliminard con métodos autori-
zados oficialmente de conformidad con el anexo VII de la presente Directiva.

El uso adecuado o la eliminacion del material vegetal indicado dispuestos en el articulo 6, apartado 2, deberdn efec-
tuarse bajo el control de los organismos oficiales responsables del Estado o Estados miembros interesados, asi como
con la oportuna comunicacion entre estos organismos para garantizar en todo momento dicho control, y con la
aprobacion del organismo oficial responsable del Estado miembro donde vayan a envasarse o transformarse las pata-
tas, en lo que se refiere a los vertederos citados en los guiones primero y segundo, y consistirdn en lo siguiente:

i)

ii)

en el caso de los tubérculos de patata:

— la utilizacién como patatas de consumo destinadas al consumo, envasadas para su distribucién y venta
directa sin cambio de envase, en un lugar dotado de instalaciones de eliminacién de residuos adecuadas.
Las patatas destinadas a la siembra solo pueden manipularse en el mismo lugar si esto se realiza separada-
mente o tras la limpieza y desinfeccién,

— su uso como patatas de consumo para la transformacién industrial y destinadas a la entrega directa e inme-
diata a una planta de transformacién dotada de instalaciones de eliminacion de residuos adecuadas y de un
sistema de limpieza y desinfeccién de los vehiculos de transporte, al menos,

— algtn otro tipo de uso o eliminacién, siempre que se establezca que no existe ningtn riesgo identificable
de propagacion del organismo, y previa aprobacion de los citados organismos oficiales responsables,

en el caso de las otras partes de las plantas, incluidos los detritos del tallo y de las hojas,

— la destruccion,

— cualquier otro uso o eliminacién, a condicion de que se garantice que no existe riesgo identificable de dis-
persar el organismo, y previa aprobacion de los citados organismos oficiales responsables.
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4.1.

Los métodos adecuados para la descontaminacion de los objetos a los que se refiere el articulo 6, apartado 3, consis-
tirdn en una limpieza y, en su caso, una desinfeccion que permitan descartar todo riesgo identificable de propagacién
del organismo; estas operaciones se efectuardn bajo la supervision de los organismos oficiales responsables de los
Estados miembros.

La serie de medidas mencionadas en el articulo 6, apartado 4, que deberdn aplicar los Estados miembros dentro de la
zona o zonas delimitadas que se hayan establecido en virtud del articulo 5, apartado 1, letra a), inciso iv), y del
articulo 5, apartado 1, letra ¢), inciso iii), serdn las siguientes:

En los casos en que, en virtud del articulo 5, apartado 1, letra a), inciso ii), se hayan declarado contaminados lugares
de produccion, las medidas consistirdn en lo siguiente:

a) en los campos o unidades de produccion de cultivos protegidos que se hayan declarado contaminados en virtud
de esa misma disposicion:

i)  durante al menos los cuatro afios de cultivo siguientes a la declaracién de la contaminacién:

— se adoptardn medidas para eliminar las patatas y tomateras espontdneas asi como otras plantas que
puedan ser huésped del organismo, incluidas las malas hierbas solandceas,

— no se plantardn:
— tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de patata,
— tomateras y semillas de tomateras,
— teniendo en cuenta la biologfa del organismo:
— otras plantas huésped,

— plantas de especies de Brassica para las que exista un riesgo identificado de supervivencia del
organismo,

— otros cultivos para los que exista un riesgo identificado de propagacion del organismo,

— en la primera temporada de cultivo de patatas o tomates siguiente al periodo indicado en el guién
anterior, y siempre que se haya comprobado que, durante al menos los dos afios de vegetacion inme-
diatamente anteriores a la plantacion, el campo estuvo libre de patatas y tomateras espontdneas y de
otras plantas huésped del organismo, incluidas las malas hierbas solandceas:

— en el caso de las patatas, solamente se autorizard la produccion de patatas de consumo,

— en el caso de las patatas y los tomates, los tubérculos de patata cosechados, o las tomateras,
segin corresponda, serdn analizados de conformidad con el procedimiento detallado en el
anexo II,

— en la temporada de cultivo de patatas o tomates siguiente a la indicada en el guién anterior y tras
un ciclo de rotacién adecuado, que serd de un minimo de dos afios si se cultivan patatas de siembra,
se efectuard un examen oficial tal como se dispone el articulo 2, apartado 1,

ii)  durante los cinco afios de cultivo siguientes al de la declaracion de la contaminacion:

— se adoptardn medidas para eliminar las patatas y tomateras espontdneas asi como otras plantas que
puedan contener naturalmente el organismo, incluidas las malas hierbas solanaceas,

y

— durante los tres primeros afios, se dejard y mantendrd el campo, bien en barbecho completo, bien
para el cultivo de cereales, con arreglo al riesgo que se haya determinado, bien como pasto perma-
nente, con siega intensa y frecuente o pastoreo intensivo, o bien como pastizal para la produccién de
semillas y, a continuacion, en los dos afios subsiguientes, se plantardn plantas que no sean huésped
del organismo para las que no exista ningin riesgo identificado de supervivencia o propagacion de
este,
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— en la primera temporada de cultivo de patatas o tomates siguiente al periodo indicado en el guién
anterior y, siempre que se haya comprobado que, durante al menos los dos afios de vegetacién inme-
diatamente anteriores a la plantacion, el campo estuvo libre de patatas y tomateras espontdneas y de
otras plantas huésped del organismo, incluidas las malas hierbas solandceas:

— en el caso de las patatas, se autorizard la produccién de patatas de siembra y de consumo,

— los tubérculos de patata cosechados, o las tomateras, segtin corresponda, serdn analizados de con-
formidad con el procedimiento detallado en el anexo I;

b) en el resto de los campos del lugar de produccién contaminado y a condicién de que los organismos oficiales
competentes tengan la certeza de que se ha eliminado adecuadamente el riesgo de plantas de patata y de tomate
espontdneas y de cualquier otra planta que pueda contener naturalmente el organismo, incluidas las malas hier-
bas solandceas:

durante el aflo de cultivo siguiente al de declaracién de contaminacién:

— o bien no se plantaran tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de patata, ni cualquier otra
planta que pueda contener naturalmente el organismo,

— en el caso de los tubérculos de patata, se podrd plantar patata de siembra oficialmente certificada,
pero solo para la produccién de patata de consumo,

— en el caso de las tomateras, solamente se plantardn tomateras obtenidas de semillas que cumplan los
requisitos de la Directiva 2000/29/CE para la produccién de fruto,

durante el segundo afio de cultivo siguiente al de declaraciéon de contaminacion:

— en el caso de las patatas, solamente se plantardn, para la produccion de patatas de siembra o de con-
sumo, patatas de siembra certificadas o patatas de siembra analizadas para determinar la inexistencia
de podredumbre parda y cultivadas bajo control oficial en lugares de produccién diferentes de los
mencionados en el punto 4.1,

— en el caso de los tomates, solamente se plantardn tomateras obtenidas de semillas que cumplan los
requisitos de la Directiva 2000/29/CE o, si se han propagado vegetativamente, de tomateras produci-
das a partir de esas semillas y cultivadas bajo control oficial en lugares de produccién diferentes de los
mencionados en el punto 4.1, para la produccién de plantas o de fruto,

durante al menos los tres afios de cultivo siguientes a la declaracién de la contaminacion:

— en el caso de las patatas, se plantardn para la produccién de patatas de siembra o de consumo exclu-
sivamente patatas de siembra certificadas o patatas de siembra que se hayan cultivado bajo control
oficial a partir de patatas de siembra certificadas,

— en el caso de los tomates, solamente se plantardn tomateras obtenidas de semillas que cumplan los
requisitos de la Directiva 2000/29/CE o tomateras cultivadas bajo control oficial a partir de estas plan-
tas, para la produccién de plantas o de fruto,

en cada uno de los aflos de cultivo mencionados en los guiones anteriores, se tomardn medidas para elimi-
nar las plantas de patata espontdneas y otras plantas que puedan contener naturalmente el organismo, si
existen, y se efectuard una inspeccién oficial del cultivo en crecimiento en los momentos pertinentes y,
en cada campo de patatas, se efectuardn pruebas oficiales de las patatas cosechadas con arreglo al procedi-
miento detallado en el anexo I;

¢) inmediatamente después de la declaracion de contaminacion prevista en el articulo 5, apartado 1, letra a), inciso ii),
y tras el primer aflo de cultivo siguiente:

toda la maquinaria e instalaciones de almacenamiento del lugar de produccién que se utilicen en la produc-
cién de patatas o tomates se limpiardn y, en su caso, desinfectardn utilizando métodos adecuados de la
forma que se dispone en el punto 3,

con el fin de impedir la propagacion del organismo, se efectuardn controles oficiales de los planes de riego
y rociamiento y, en caso necesario, se prohibirdn los mismos;
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d)

en el caso de las unidades de produccién de cultivos protegidos que hayan sido declaradas contaminadas en vir-
tud del articulo 5, apartado 1, letra a), inciso ii), y en las que sea posible una sustitucion total de los medios de
cultivo:

no se plantardn tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de patata, ni otras plantas que puedan
ser huésped del organismo, incluidas tomateras y semillas de tomateras, a menos que, por una parte, la
unidad de produccién se haya sometido a medidas oficialmente supervisadas que, teniendo por objeto la
eliminacion del organismo y la retirada de todo el material vegetal huésped, incluyan, como minimo,
un cambio completo de los medios de cultivo y una limpieza y, en su caso, una desinfeccién de tales uni-
dades y de todo el equipo y que, por otra parte, los organismos oficiales responsables hayan dado subsi-
guientemente su autorizacién para la produccién de patatas o tomates,

ademds, la produccion procederd, en el caso de la patata, de patatas de siembra certificadas o de minitubér-
culos o microplantas obtenidos de fuentes analizadas,

en cuanto a la produccién de tomates, la produccién deberd proceder de semillas que cumplan los requisi-
tos de la Directiva 2000/29/CE o, si se han propagado vegetativamente, de tomateras producidas a partir
de estas semillas y cultivadas bajo control oficial,

con el fin de impedir la propagacién del organismo, se efectuardn controles oficiales de los planes de riego
y rociamiento y, en caso necesario, se prohibirdn los mismos.

4.2. Dentro de la zona delimitada, y sin perjuicio de las medidas dispuestas en el punto 4.1, los Estados miembros:

a)

inmediatamente después de la declaracién de contaminacién, garantizardn que se limpie y desinfecte toda la
maquinaria e instalaciones de almacenamiento de la explotacion que se hayan utilizado para la produccién de
patatas y tomates, como resulte adecuado y con los métodos apropiados, segtin lo dispuesto en el punto 3;

inmediatamente y durante al menos tres afios de cultivo después de la declaracién de contaminacién:

ba)

bb)

en los casos en que la delimitacion de la zona se haya efectuado en virtud del articulo 5, apartado 1, letra a),
inciso iv):

— garantizardn que sus organismos oficiales responsables supervisen las instalaciones que cultiven, alma-
cenen o manipulen tubérculos de patata o tomates, asi como aquellas otras instalaciones que utilicen
en el marco de un contrato maquinaria para la produccion de patatas o tomates,

— requerirdn que, para todos los cultivos de patata dentro de la zona delimitada, se planten exclusiva-
mente semillas certificadas o semillas cultivadas bajo control oficial, y se efecttie un andlisis después
de cosechar los cultivos de patatas de siembra en lugares de producciéon determinados como proba-
blemente contaminados segun el articulo 5, apartado 1, letra a), inciso iii),

—  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, cuando sea adecuado, que se efectiie una desin-
feccién entre la manipulacion de las existencias de patatas de siembra y de patatas de consumo,

—  exigirdn que, para todos los cultivos de tomate de la zona, solamente se planten tomateras obtenidas
de semillas que cumplan los requisitos de la Directiva 2000/29/CE o, si se han propagado vegetativa-
mente, de tomateras producidas a partir de estas semillas y cultivadas bajo control oficial,

— efectuardn el examen oficial que dispone el articulo 2, apartado 1;

en los casos en que, en virtud del articulo 5, apartado 1, letra ¢), inciso ii), se hayan declarado contamina-
das aguas de superficie o en que, de conformidad con el anexo V, punto 2, se hayan incluido dichas aguas
entre los factores de la posible propagacién del organismo:

— realizardn un examen anual, en los momentos oportunos, con una toma de muestras de las aguas de
superficie y, cuando sea oportuno, de las plantas huésped solandceas en las fuentes hidricas pertinen-
tes, asi como anlisis con arreglo a los métodos pertinentes establecidos en el anexo II para el material
vegetal indicado y para otros casos,
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— con el fin de impedir la propagacion del organismo, establecerdn controles oficiales de los planes de
riego y rociamiento, asi como una prohibicion del uso de las aguas declaradas contaminadas para el
riego y rociamiento del material vegetal indicado y, en su caso, de otras plantas huésped. Esta prohi-
bicién podrd reexaminarse en funcion de los resultados obtenidos en el examen anual mencionado, y
podrén revocarse las declaraciones cuando los organismos oficiales responsables tengan la certeza de
que las aguas superficiales ya no estdn contaminadas. Podrd autorizarse el uso del agua sometida a
prohibicion, bajo control oficial, para el riego y el rociamiento de las plantas huésped, cuando se uti-
licen técnicas aprobadas oficialmente que eliminen el organismo y eviten su propagacion,

— en los casos en que se hayan contaminado vertidos de residuos liquidos, establecerdn controles oficia-
les de la eliminacion de los residuos sélidos o liquidos procedentes de las instalaciones industriales de
transformacion o envasado que manipulen el material vegetal indicado;

¢) establecerdn, cuando sea pertinente, un programa para la sustitucion en un plazo adecuado de todas las existen-
cias de patatas de siembra.
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ANEXO VII

Los métodos de eliminacion de residuos autorizados oficialmente mencionados en el anexo VI, punto 1, deberdn cumplir
las disposiciones que se indican a continuacion con el fin de evitar todo riesgo identificable de propagacion del organismo:

los residuos de patatas y tomates (incluidas las patatas, mondaduras y tomates descartados) y cualquier otro residuo
solido asociado con las patatas y los tomates (incluido el suelo, las piedras y otros restos) se eliminardn de una de las
siguientes maneras:

en un vertedero de eliminacién de residuos autorizado oficialmente en donde no exista ningtin riesgo identifica-
ble de escape del organismo al medio ambiente, por ejemplo, a través de filtracion a tierras agricolas ni de con-
tacto con fuentes de agua que puedan utilizarse para el riego de dichas tierras. Los residuos se conducirdn
directamente al vertedero en unas condiciones de confinamiento que impidan todo riesgo de pérdida de los
mismos,

mediante incineracion,

a través de otras medidas, siempre que se descarte el posible riesgo de propagacion del organismo. Dichas medi-
das se notificardn inmediatamente a la Comisién y a los demds Estados miembros,

residuos liquidos: antes de la eliminacién, los residuos liquidos que contengan sélidos en suspension se someterdn a
procesos de filtracién o sedimentacion para eliminar dichos sélidos. Estos sélidos se eliminardn tal como se establece
en el inciso i).

A continuacion, los residuos liquidos:

se calentardn a un minimo de 60 °C en todo su volumen durante un minimo de 30 minutos antes de la
eliminacion,

se eliminardn, previa autorizacion oficial y bajo control oficial, de manera que no exista ningtin riesgo identifi-
cable de que los residuos puedan entrar en contacto con tierras agricolas ni fuentes de agua que pudieran utili-
zarse para la irrigacion de tierras agricolas. Los detalles de estas medidas se notificardn a los demds Estados
miembros y a la Comision.

Las opciones descritas en el presente anexo se aplican asimismo a los residuos asociados a la manipulacion, la eliminacion
y el tratamiento de lotes contaminados.»



