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Artigo 22.°

Formacao especifica

Compete a ANPC assegurar accoes de formacgao
necessarias ao ingresso nas estruturas de comando, ao
ingresso e progressdo nas carreiras de oficial bombeiro
e de bombeiro.

CAPITULO IV

Registo e recenseamento

Artigo 23.°

Processos individuais

1 — Os corpos de bombeiros dispdem de um processo
individual de cada bombeiro, independentemente do
quadro a que pertenca, do qual constam os factos rela-
cionados com o tempo e a qualidade do servigo prestado,
incluindo o seu registo disciplinar.

2 — O modelo de processo individual é aprovado pela
ANPC, ouvido o Conselho Nacional de Bombeiros.

Artigo 24.°

Recenseamento nacional

1 — Compete a ANPC criar e manter o Recensea-
mento Nacional dos Bombeiros Portugueses.

2 — Os corpos de bombeiros devem manter perma-
nentemente actualizada, por via informatica, a infor-
macdo sobre os seus quadros activo, de reserva e de
honra, no Recenseamento Nacional dos Bombeiros
Portugueses.

CAPITULO V

Disposicoes transitorias e finais

Artigo 25.°

Regulamentos internos

Com base em modelo a elaborar pela ANPC, os cor-
pos de bombeiros devem adaptar os seus regulamentos
internos ao presente decreto-lei, no prazo maximo de
90 dias contados a partir da sua entrada em vigor.

Artigo 26.°

Regulamento de ordem unida, honra e continéncias

A matéria respeitante a ordem unida, honra e con-
tinéncias consta de regulamento aprovado por portaria
do membro do Governo responsével pela administracio
interna, ouvido o Conselho Nacional de Bombeiros.

Artigo 27.°

Transi¢ao de quadros

Os bombeiros voluntérios do actual quadro de espe-
cialistas e auxiliares sao integrados nas carreiras de bom-
beiros previstas no presente decreto-lei, nos termos a
fixar por despacho do membro do Governo responsavel
pela drea da administracdo interna, ouvido o Conselho
Nacional de Bombeiros.

Artigo 28.°

Regulamentacio

A regulamentacdo prevista no presente decreto-lei
deve ser aprovada dentro de 180 dias apds a publicacao
do decreto-lei.
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Artigo 29.°

Escolas de infantes e cadetes

1 — Os corpos de bombeiros podem criar e deter
escolas de infantes e cadetes.

2 — As escolas de infantes e cadetes destinam-se a
formacdo no ambito do voluntariado e da proteccao
€ SOCO1TO.

3 — O universo de recrutamento das escolas de infan-
tes € feito de entre individuos com idades entre os 6 e
0s 16 anos.

4 — O universo de recrutamento das escolas de cade-
tes € feito de entre individuos com idades entre os 16 e
os 18 anos.

5 — A matéria objecto da formacdo a que se refere
o n.° 2 do presente artigo articula-se com a area de
formacao civica ministrada no ensino basico, nos termos
a regulamentar por despacho conjunto dos membros
do Governo responséveis pelas dreas da administracao
interna ¢ da educagao.

6 — E vedado aos infantes e cadetes o exercicio de
actividade operacional.

7 — Os infantes e cadetes integram a apdlice de segu-
ros do quadro de reserva do respectivo corpo de
bombeiros.

Artigo 30.°

Norma revogatoria
Sao revogados:

a) O Decreto-Lei n.° 295/2000, de 17 de Novembro;
b) O Decreto Regulamentar n.° 41/97, de 7 de
Outubro.

Artigo 31.°

Entrada em vigor

O presente decreto-lei entra em vigor no 1.° dia do
3.°més apos a sua publicacdo, sem prejuizo do disposto
no artigo 28.°

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 15 de
Marco de 2007.—José Socrates Carvalho Pinto de
Sousa — José Manuel Santos de Magalhdes — Emanuel
Augusto dos Santos — José Anténio Fonseca Vieira da
Silva — Maria de Lurdes Reis Rodrigues.

Promulgado em 7 de Junho de 2007.

Publique-se.

O Presidente da Republica, ANIBAL CAVACO SILVA.

Referendado em 8 de Junho de 2007.

O Primeiro-Ministro, José Socrates Carvalho Pinto de
Sousa.

MINISTERIO DA AGRICULTURA,
DO DESENVOLVIMENTO RURAL E DAS PESCAS

Decreto-Lei n.° 248/2007
de 27 de Junho
A doenga provocada pelo agente patogénico Clavi-

bacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus
(Spieckerman et Kottoff) Davis et al., vulgarmente desig-
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nada por podridao anelar da batata, é um factor de
reducdo da produgido da cultura da batateira e repre-
senta um risco para esta cultura nao s6 no Pais como
também em todo o territério comunitdrio se nao forem
tomadas medidas de proteccdo fitossanitdria eficazes.

Tornou-se, pois, necessario estabelecer medidas de
controlo fitossanitario destinadas a evitar a introducao
e a dispersao daquele organismo patogénico no terri-
tério nacional, competindo, para o efeito, a Direcgao-
-Geral da Agricultura e Desenvolvimento Rural a defi-
nicdo, a elaboragdo, a coordenagdo e a aplicagdio do
programa nacional de prospecgdo do organismo pre-
judicial.

Neste contexto, foi publicada a Portaria n.° 140/95,
de 9 de Fevereiro, que aprovou as medidas fitossanitarias
destinadas a evitar a introducio e a propagacao daquele
agente patogénico no territério nacional e definiu os
procedimentos a adoptar para a implementacao do refe-
rido programa, através nomeadamente de disposi¢oes
técnicas quanto a forma de conservagao das amostras
testadas e rastreabilidade do organismo prejudicial,
transpondo a Directiva n.° 93/85/CE, do Conselho, de
4 de Outubro, relativa a luta contra a podridao anelar
da batateira.

Foi, entretanto, publicada a Directiva n.° 2006/56/CE,
da Comissao, de 12 de Junho, que veio alterar os anexos
da Directiva n.° 93/85/CE, do Conselho, de 4 de Outu-
bro. Estes anexos foram substancialmente alterados,
quer para fazer face aos avancos significativos em termos
da compreensdao da biologia, dos procedimentos de
detecgao e de identificagdo do agente patogénico quer
para enquadrar a experiéncia obtida na luta contra
aquele organismo prejudicial através da revisao de varias
disposicoes técnicas relacionadas com as medidas de
controlo.

No tocante aos procedimentos de deteccao e de iden-
tificacdo, foram introduzidos procedimentos recente-
mente desenvolvidos como a hibridagao fluorescente in
situ (FISH) e a reac¢do em cadeia da polimerase (PCR),
bem como melhorias nos diversos métodos laboratoriais
a utilizar.

Quanto aos elementos técnicos das medidas de con-
trolo, introduzem-se disposicoes que permitem melhorar
a forma de conservacao das amostras testadas, no sentido
de assegurar a rastreabilidade do organismo prejudicial,
a reunido dos elementos necessarios para determinar a
dimensao provavel da contaminacio, os pormenores da
comunicacdo de qualquer presenga confirmada do orga-
nismo prejudicial e da zona contaminada relevante e a
aplicagdo das medidas em locais de produgao designados
como contaminados e no interior das zonas demarcadas.

Deste modo, face a obrigatoriedade de proceder a
transposicao da Directiva n.° 2006/56/CE, da Comisséo,
de 12 de Junho, aliada ao facto de ser necessario actua-
lizar, por um lado, ndo s6 todo o regime especifico de
medidas fitossanitarias apliciveis mas também as refe-
réncias aos servicos oficiais com competéncias na maté-
ria e, por outro, enquadrar tais disposi¢des com o actual
regime fitossanitdrio aprovado pelo Decreto-Lei
n.° 154/2005, de 6 de Setembro, importa que se opte
por publicar um decreto-lei que comporte a consoli-
dacdo legislativa de toda a matéria em aprego.

Foram ouvidos os 6rgaos de governo préprio das
Regides Auténomas.

Foi promovida a audi¢cao do Conselho Nacional do
Consumo.
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Assim:
Nos termos da alinea a) do n.° 1 do artigo 198.° da
Constituicao, o Governo decreta o seguinte:

CAPITULO I
Disposicoes gerais

Artigo 1.°

Transposicao de directivas

O presente decreto-lei transpde para a ordem juridica
interna a Directiva n.° 2006/56/CE, da Comissao, de
12 de Junho, que altera os anexos da Directiva
n.° 93/85/CE, do Conselho, de 4 de Outubro, relativa
a luta contra a podridao anelar da batateira, procedendo,
simultaneamente, a consolidacao legislativa da transpo-
sicao de ambas as directivas.

Artigo 2.°
Objecto

1 — O presente decreto-lei estabelece as medidas de
controlo fitossanitario a adoptar em relagao a bactéria
Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepe-
donicus (Spieckerman et Kottoff) Davis ef al., causadora
da podridao anelar da batateira, a seguir designada por
organismo prejudicial, no sentido de evitar o seu apa-
recimento e, uma vez detectada, localiza-la e determinar
a sua distribuicao, evitar a sua dispersao e combaté-la
com vista a sua eventual erradicacao.

2 — O disposto no presente decreto-lei € aplicéavel,
sem prejuizo do disposto no Decreto-Lei n.° 154/2005,
de 6 de Setembro, na redacgdo que lhe foi dada pelo
Decreto-Lei n.° 193/2006, de 26 de Setembro, que actua-
liza o regime fitossanitario que cria e define as medidas
de proteccdo fitossanitiria destinadas a evitar a intro-
dugao e dispersao no territdrio nacional e comunitério,
incluindo nas zonas protegidas, de organismos preju-
diciais aos vegetais e produtos vegetais, qualquer que
seja a sua origem ou proveniéncia.

CAPITULO IT

Controlo do organismo prejudicial

Artigo 3.°

Prospeccao oficial

1 — Para efeitos do disposto no n.° 1 do artigo ante-
rior, a Direcgdo-Geral da Agricultura e Desenvolvi-
mento Rural (DGADR) define, elabora e coordena a
aplicagdo do programa nacional de prospecgao do orga-
nismo prejudicial, cuja execugao se realiza anualmente.

2 — A execugdo do programa de prospeccao referido
no numero anterior cabe aos servi¢os de inspecg¢ao fitos-
sanitdria das direc¢Oes regionais de agricultura e pescas
(DRAP) e dos correspondentes organismos das Regides
Auténomas dos Agores e da Madeira, nas respectivas
areas de actuacao.

3 — As prospeccdes previstas no programa nacional
incidem obrigatoriamente sobre tubérculos e, sempre
que apropriado, em plantas de batateira de Solanum
tuberosum L., sendo que:

@) Quando se tratar de tubérculos, sdo colhidas amos-
tras tanto de batata-semente como de outras batatas,
de preferéncia provenientes de lotes em armazém, que
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sao submetidas a testes laboratoriais oficiais ou reali-
zados sob controlo oficial, utilizando o método para
a detec¢ao e diagnostico do organismo prejudicial refe-
rido no nimero seguinte, podendo, se adequado, ser
efectuada uma inspeccao visual oficial ou oficialmente
controlada, através de corte de tubérculos noutras
amostras;

b) Quando se tratar de plantas, estas prospecgoes
sao efectuadas segundo métodos adequados e as amos-
tras sdo submetidas a testes laboratoriais de acordo com
o disposto no ndmero seguinte.

4 — O método de diagndstico, deteccao e identifi-
cacdo do organismo prejudicial nos tubérculos é o refe-
rido no anexo I do presente decreto-lei, do qual faz
parte integrante, devendo ser utilizado para as plantas
de batateira qualquer outro método adequado oficial
ou oficialmente controlado.

5— A DGADR deve comunicar anualmente a
Comissao Europeia e aos demais Estados membros os
resultados da execugdo do programa nacional de pros-
peccdo do organismo prejudicial.

Artigo 4.°

Dever de informacao em relaciao ao organismo prejudicial

Qualquer pessoa que saiba ou suspeite da presenca
do organismo prejudicial em plantas de batateira e ou
em tubérculos colhidos, armazenados ou comercializa-
dos no territério nacional deve informar de imediato
os servicos de inspeccdo fitossanitaria das DRAP ou
a DGADR.

Artigo 5.°

Procedimentos no caso de suspeita da presenca
do organismo prejudicial

1 — Considera-se estar perante uma ocorréncia sus-
peita quando a confirmacao da presenca do organismo
prejudicial se tenha verificado por meio de:

a) Observagao de sintomas visuais de diagndstico sus-
peito da doenca; ou

b) Obtengao de um resultado positivo num teste de
imunofluorescéncia, através de uma leitura positiva num
teste de rastreio confirmada por um resultado positivo
num segundo teste de rastreio apropriado (PCR/FISH),
tal como consta do anexo 1.

2— Em caso de ocorréncia suspeita, os servicos de
inspecgao fitossanitaria da DRAP competente devem:

a) Assegurar a realizacdo de testes laboratoriais ofi-
ciais ou oficialmente controlados, conforme previsto no
n.° 4 do artigo 3.°, de acordo com as condicoes definidas
no n.° 1 do anexo 11 do presente decreto-lei, do qual
faz parte integrante, a fim de confirmar ou refutar a
ocorréncia suspeita;

b) Proibir a utilizagio e a circulacdo de todos os lotes
ou remessas dos quais tenham sido colhidas amostras,
excepto sob o seu controlo e desde que se tenha con-
cluido que nao existe qualquer risco identificavel de dis-
persao do organismo prejudicial;

¢) Adoptar medidas adicionais a fim de determinar
a origem da ocorréncia suspeita e evitar a dispersao
do organismo prejudicial.

Artigo 6.°

Procedimentos no caso de confirmaciao da presenca
do organismo prejudicial
1 — Sempre que a presenga do organismo prejudicial
seja confirmada através dos testes laboratoriais referidos
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no n.° 4 do artigo 3.°, os servigos de inspeccao fitos-
sanitdria da DRAP competente devem:

a) Zelar pelo cumprimento dos procedimentos esta-
belecidos no n.° 2 do anexo 11;

b) Declarar contaminados os tubérculos e ou plantas
de batateira, as remessas € ou lotes, a maquinaria, 0os
veiculos, os navios, 0os armazéns ou respectivas partes
€ quaisquer outros objectos, incluindo material de emba-
lagem, em que tiver sido colhida a amostra, e, quando
adequado, o local ou locais de produgdo e os campos
onde tiverem sido colhidos os tubérculos ou as plantas
de batateira;

¢) Determinar, na sequéncia da declaragdo de con-
taminacao dos tubérculos ou plantas de batateira, a rea-
lizacao de testes laboratoriais de acordo com o disposto
no n.° 4 do artigo 3.° nos lotes de batata com uma
relagdo clonal com a batata infectada, sendo que os
testes sdo realizados no nimero de tubérculos ou plantas
necessario para determinar a provavel fonte primaria
de infeccio e a extensao da contaminagao provavel, de
preferéncia por ordem do grau de risco;

d) Determinar, tendo em conta o disposto no n.° 1
do anexo 11 do presente decreto-lei, do qual faz parte
integrante, a extensao da contaminagdo provavel por
contacto pré ou pds-colheita ou por relagao de producao
com a contaminagao declarada;

e) Demarcar uma zona, com base na declaracdo de
contaminacao, na determinagao da extensao da conta-
minacdo provavel e na possivel dispersao do organismo
prejudicial, tendo em conta o disposto no n.° 2 do
anexo III.

2— A DGADR deve comunicar a Comissdo Euro-
peia e aos outros Estados membros qualquer contami-
nagao declarada e os pormenores respeitantes a demar-
cagao da zona.

3 — A comunicacao referida no niimero anterior deve
ser efectuada nos termos do disposto no n.° 3 do
anexo I1l.

Artigo 7.°

Medidas de proteccao fitossanitaria subsequentes

1 — Os tubérculos e ou as plantas de batateira decla-
rados contaminados nao podem ser plantados e, sob
controlo dos servicos de inspeccdo fitossanitaria da
DRAP competente sao:

a) Destruidos;

b) Eliminados de outro modo, de acordo com medidas
oficialmente controladas, nos termos do n.° 1 do
anexo IV e do anexo v do presente decreto-lei, do qual
fazem parte integrante, desde que se tenha concluido
nao existir qualquer risco identificavel de dispersao do
organismo prejudicial.

2 — Os tubérculos € ou as plantas de batateira con-
siderados provavelmente contaminados ndo podem ser
plantados e, sem prejuizo do resultados dos testes refe-
ridos na alinea ¢) do n.° 1 do artigo anterior, para os
lotes de batata com relacao clonal, sdao, sob controlo
dos servigos de inspeccio fitossanitaria da DRAP com-
petente, alvo de utilizagdo ou eliminagdo adequados,
nos termos especificados no n.° 2 do anexo 1v, € em
condicOes que garantam a inexisténcia de qualquer risco
identificavel de dispersdo do organismo prejudicial.

3 —Toda a maquinaria, os veiculos, os navios, os
armazéns ou respectivas partes e quaisquer outros objec-
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tos, incluindo o material de embalagem, declarados con-
taminados ou considerados provavelmente contamina-
dos sao destruidos ou limpos e desinfectados segundo
métodos adequados, como especificado no n.° 3 do
anexo Iv, sendo que apds a desinfeccao esses objectos
deixam de ser considerados contaminados.

4 — Sem prejuizo das medidas aplicadas nos termos
dos nameros anteriores, na zona demarcada sio, tam-
bém, aplicadas as medidas especificadas no n.° 4 do
anexo Iv.

5—S6 € permitida a plantacdo de batata-semente
desde que:

a) Sejam satisfeitas as exigéncias estabelecidas no
Decreto-Lei n.° 154/2005, de 6 de Setembro;

b) A batata seja proveniente, em linha directa, de
material obtido no ambito de um programa oficialmente
aprovado que tenha sido declarado isento do organismo
prejudicial em testes oficiais ou controlados oficial-
mente, utilizando o método previsto no n.® 4 do artigo 3.°

6 — Os testes referidos na alinea ) do numero ante-
rior devem ser realizados:

a) Quando a contaminacdo afectar a producdo de
batata-semente nas plantas da seleccao clonal inicial;

b) Nos restantes casos, tanto nas plantas da selecgao
clonal inicial como em amostras representativas de bata-
ta-semente de base ou de material de multiplicacao
anterior.

Artigo 8.°

Notificacao das medidas fitossanitarias

As medidas de proteccao fitossanitdria determinadas
e mandadas aplicar sdo objecto de notificacoes oficiais
emanadas das DRAP, dirigidas as pessoas singulares
e colectivas envolvidas.

Artigo 9.°

Encargos dos operadores econémicos

Os encargos resultantes da aplicagdo das medidas de
proteccio fitossanitdria referidas no nimero anterior
sao suportados pelos respectivos operadores econd-
micos.

Artigo 10.°
Proibicao

E proibida a posse e manuseamento do organismo
prejudicial.

Artigo 11.°
Derrogacoes

Para fins experimentais ou cientificos e trabalhos de
seleccdo varietal, a DGADR pode autorizar a ndo exe-
cugdo do disposto na alinea ¢) do n.° 1 do artigo 6.°,
nos n.”* 1 a 4 do artigo 7.° e no artigo 10.°, para efeitos
de aplicacdo do Decreto-Lei n.° 91/98, de 14 de Abril,
que estabelece as condig¢des pelas quais determinados
organismos prejudiciais, vegetais, produtos vegetais e
outros materiais podem ser introduzidos ou circular na
Comunidade ou em zonas protegidas para fins expe-
rimentais ou cientificos e trabalhos de seleccao de
variedades.
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CAPITULO III

Regime contra-ordenacional

Artigo 12.°

Contra-ordenacoes

1 — As seguintes infraccdes constituem contra-orde-
nagdes puniveis com coima cujo montante minimo é
de €100 e maximo de € 3740 ou minimo de € 250
e maximo de € 44 890, consoante o agente seja pessoa
singular ou colectiva:

a) A omissao do dever de informacdo previsto no
artigo 4.°;

b) O ndo cumprimento das medidas de protecgio
fitossanitdria determinadas e mandadas aplicar ao
abrigo do artigo 8.° e em violacdo do disposto nos arti-
g0s5.°2e 7.9

¢) O nédo cumprimento dos encargos financeiros resul-
tantes da aplicacao das medidas de proteccao fitossa-
nitdria a aplicar ao abrigo do artigo 8.°, em violacdo
do disposto no artigo 9.%;

d) A posse ¢ 0 manuseamento do organismo pre-
judicial, em violagao do disposto no artigo 10.°

2 — A tentativa e a negligéncia sao puniveis, sendo
nesse caso reduzidos para metade os limites minimos
e maximos referidos no nimero anterior.

Artigo 13.°

Sancoes acessorias

1 — Em fungao da gravidade da infraccdo e da culpa
do agente, podem ser aplicadas, simultaneamente com
as coimas, as seguintes sangoes acessorias:

a) Perda de objectos pertencentes ao agente;

b) Interdicdo do exercicio de profissoes ou actividades
cujo exercicio dependa de titulo publico ou de auto-
rizacao ou de homologacao de autoridade publica;

¢) Privagdo do direito a subsidio ou beneficio outor-
gado por entidades ou servigos publicos;

d) Privacdo do direito de participar em feiras ou
mercados;

e) Encerramento de estabelecimento cujo funciona-
mento esteja sujeito a autorizacio de autoridade admi-
nistrativa;

f) Suspensdo de autorizagoes.

2 — As sang¢des previstas no nimero anterior tém a
duracdo méxima de um ano.

3 — No caso de uma conduta contra-ordenacional ter
ocasionado um grave risco de propagagao do organismo
prejudicial, deve ser dada publicidade a decisao con-
denatdria definitiva de aplicacdo da coima, mediante
a afixacdo de editais na sede da DRA da area onde
foi praticada a infracg¢ao.

Artigo 14.°

Processos de contra-ordenacao

Sem prejuizo das competéncias atribuidas por lei as
autoridades policiais e fiscalizadoras, o levantamento
dos autos e a instru¢ido dos processos de contra-orde-
nagao sao da competéncia da DRAP da regiao em cuja
area foi praticada a contra-ordenagdo, competindo ao
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director-geral da Agricultura e Desenvolvimento Rural
a aplicacdo das coimas e sangdes acessorias.

Artigo 15.°

Produto das coimas
O produto das coimas reverte:

a) Em 10% para a entidade que levantou o auto
de contra-ordenacao;

b) Em 10% para a entidade que instruiu o processo;

¢) Em 20% para a entidade que aplicou a coima;

d) Em 60 % para o Estado.

CAPITULO IV

Disposicoes finais

Artigo 16.°
Aplicacao as Regioes Autonomas

1—Sem prejuizo das competéncias atribuidas a
DGADR na qualidade de autoridade fitossanitaria
nacional, as competéncias atribuidas pelo presente
decreto-lei as DRAP sao exercidas nas Regidoes Aut6-
nomas dos Agores e da Madeira pelos organismos dos
departamentos regionais competentes.

2 — As competéncias previstas no artigo 14.° sdo exer-
cidas nas Regidoes Auténomas dos Acores e da Madeira
pelos organismos definidos pelos 6rgidos de governo
proprio.

3 — As percentagens previstas no artigo 15.° prove-
nientes das coimas aplicadas nas Regides Autonomas
dos Acores e da Madeira constituem receita propria
de cada uma delas.

Artigo 17.°
Norma revogatéria

E revogada a Portaria n.° 140/95, de 9 de Fevereiro.

Artigo 18.°

Remissao

Todas as referéncias feitas para a portaria que agora
se revoga consideram-se feitas para o presente decre-
to-lei.

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 3
de Maio de 2007.—José Socrates Carvalho Pinto de
Sousa — Luis Filipe Marques Amado — Fernando Tei-
xeira dos Santos — Alberto Bernardes Costa — Francisco
Carlos da Graga Nunes Correia — Manuel Anténio
Gomes de Almeida de Pinho — Jaime de Jesus Lopes
Silva.

Promulgado em 11 de Junho de 2007.
Publique-se.

O Presidente da Republica, ANIBAL CAVACO SILVA.

Referendado em 14 de Junho de 2007.

O Primeiro-Ministro, José Socrates Carvalho Pinto de
Sousa.
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ANEXO 1

Esquema de ensaio para diagnéstico, deteccao e identifica-
¢ao da bactéria responsavel pela podridao anelar da bata-
teira, Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp.
sepedonicus (Spieckermann e Kotthoff) Davis et al., para
efeitos do presente anexo designada por C. m. subsp.
sepedonicus.

Ambito do esquema de ensaio

O esquema de ensaio apresentado descreve os va-
rios procedimentos envolvidos:

i) No diagndstico da podriddo anelar em tubérculos
e plantas de batateira;

ii) Na detec¢do de C. m. subsp. sepedonicus em
amostras de tubérculos e plantas de batateira;

iii) Na identificacdo de C. m. subsp. sepedonicus.

Principios gerais:

Nos apéndices sdo apresentados os protocolos opti-
mizados para os diversos métodos, reagentes valida-
dos e pormenores relativos a preparacdo dos materiais
para realizagdo dos testes e para os controlos. O apén-
dice n.° 1 apresenta uma lista dos laboratérios que
foram incluidos na optimizagdo e valida¢do dos pro-
tocolos.

Visto que os protocolos envolvem a detecgdo de um
organismo de quarentena e incluem a utilizacdo de
culturas vidveis de C. m. subsp. sepedonicus como
materiais de controlo, é necesséario executar os proce-
dimentos sob condi¢des de quarentena adequadas, em
instalagdes com sistemas apropriados de eliminagio de
residuos e possuindo as licencas adequadas emitidas
pelas autoridades oficiais competentes em matéria de
quarentena fitossanitaria.

Os pardmetros dos ensaios devem assegurar niveis
de detecgdo de C. m. subsp. sepedonicus consistentes
e reprodutiveis nos limiares definidos para os méto-
dos_ seleccionados.

E primordial a preparacdo rigorosa dos controlos
positivos.

A realizagdo dos ensaios de acordo com os limia-
res exigidos implica também uma correcta regulagéo,
manutencio e calibragdo do equipamento, manusea-
mento e preservagdo cuidadosos dos reagentes e esta-
belecimento de todas as medidas destinadas a evitar a
contaminagdo entre amostras, por exemplo, a separa-
¢do dos controlos positivos das amostras a testar. De-
vem ser aplicadas normas de controlo de qualidade no
sentido de evitar erros administrativos e outros, em
especial relativamente a rotulagem e documentag&o.

Uma ocorréncia suspeita, tal como referido no n.° 1
do artigo 5.°, implica um resultado positivo nos testes
de diagnostico ou de rastreio numa amostra, tal como
especificado nos fluxogramas.

Caso o primeiro teste de rastreio (IF ou PCR/FISH)
seja positivo, suspeita-se, entdo, de contamina¢do por
C. m. subsp. sepedonicus e deve efectuar-se um se-
gundo teste de rastreio. Se o segundo teste de rastreio
for positivo, confirma-se, entdo, a suspeita (ocorrén-
cia suspeita) e devem continuar-se os testes de acordo
com o esquema. Caso o segundo teste de rastreio seja
negativo, a amostra é, entdo, considerada ndo conta-
minada por C. m. subsp. sepedonicus.
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Por isso, tal como referido na alinea ») do n.° 1 do
artigo 5.°, um teste IF positivo é definido por uma lei-
tura IF positiva confirmada por um segundo teste de
rastreio (PCR/FISH).

A presenca confirmada, tal como referido no n.° 1
do artigo 6.°, implica o isolamento e identificacdo de
uma cultura pura de C. m. subsp. sepedonicus com
confirmacdo de patogenicidade.

1. — Apresentagdo do Fluxograma:

1.1. — Esquema para o diagnostico de podriddo
anelar em tubérculos e plantas de batateira que apre-
sentem sintomas de podriddo anelar:

O procedimento laboratorial destina-se a andlise de
tubérculos e plantas de batateira que apresentem sinto-
mas tipicos ou suspeitos de podriddo anelar. Compre-
ende um teste rapido de rastreio, isolamento do patogé-
neo a partir de tecido vascular infectado em meios de
cultura adequados e, em caso de resultado positivo, iden-
tificagdo da cultura como C. m. subsp. sepedonicus.

Tubéreulo(s) ou plantas de batatcira(s) com sintomas
suspeitos de podridio anelar (')

4[ TESTES RAPIDOS DE DIAGNOSTICO () }

{ TESTE ESSENCIAL DE ISOLAMENTO (%) }

{ Colénias com morfologia tipica () }
PPN C. m. subsp. sepedonicus nio detectado —
NAO () amostra nio infectada por
C. . subsp. sepedonicus

[ Purificar através de subcultura

TESTES DE TESTE DE
IDENTIFICAGAO (9 PATOGENICIDADE ()

{ Ambos os testes confirmam a cultura pura como }

sendo de C. . subsp. sqpedonicns

SIM

[ Amostra infectada por }

Amostra nio infectada por
C. . subsp. sepedonicus

C. . subsp. sepedonicus

(1) A descrigdo dos sintomas é apresentada n.° 1.
(?) O testes adequados sdo:

Teste IF (n.° 4);
Teste PCR (n.° 6);
Teste FISH (n.° 5).

() Embora o isolamento por dilui¢do em placas do patogéneo
proveniente de material vegetal que apresente sintomas tipicos seja
simples, podera ndo ser possivel isolar a bactéria a partir de ma-
terial vegetal em fase avangada de infec¢do devido a competicdo
e ou excessivo desenvolvimento de colonias de bactérias saprofi-
tas. Por conseguinte, recomenda-se a utilizacdo de meios de cultu-
ra ndo selectivos e selectivos, de preferéncia MTNA (n.° 8), bem
como de um Bioensaio (n.° 7).

(%) A descrigio da morfologia tipica da colonia ¢ apresentada no n.° 8.

(°) Se o teste de isolamento for negativo, apesar de os sinto-
mas de doenga serem tipicos, deve repetir-se o isolamento.

(°) Obtém-se uma identificagdo fiavel de uma cultura pura de
C. m. subsp. sepedonicus, através da realizacdo dos testes referi-
dos no n.° 9.

(7) O teste de patogenicidade ¢ descrito no n.° 10.

Didrio da Republica, 1.* série — N.° 122 — 27 de Junho de 2007

1.2. — Esquema para deteccdo e identificacdo de C.
m. subsp. sepedonicus em amostras de tubérculos de
batateira assintomaticos:

Principio:

O procedimento laboratorial destina-se a deteccédo de
infeccdes latentes em tubérculos de batateira. Um re-
sultado positivo em, pelo menos, dois testes de ras-
treio baseados em principios biologicos distintos tem
de ser complementado pelo isolamento do patogéneo,
seguido de, em caso de isolamento de colénias tipi-
cas, confirmagdo da identificagdo da cultura pura como
sendo de C. m. subsp. sepedonicus. Um resultado
positivo em apenas um dos testes de rastreio ndo ¢é
suficiente para considerar a amostra como suspeita.

Os testes de rastreio e de isolamento devem permi-
tir um limiar de detec¢do de 10° a 10* células por ml
de sedimento ressuspenso, incluidas como controlos
positivos em cada série de testes.

[ Amostra de tubérculos de batateira (1) ]

[ Extracgiio ¢ concentragio do patogénco (9 }

[
{ TESTES ESSENCIAIS DE RASTREIO (%) }

Teste IF (Y)/ Teste PCR ( )/ Teste FISH ()

[ Primeiro teste de rastreio (%)

C. . subsp. sepedonions nio detectado
Negativo Amostra nio infectada por
C. m. subsp. sepedonicus
Positivo

Segundo teste de rastreio (%)

C. m. subsp. sepedonicns nio detectado
Negativo Amostra nio infectada por
C. m. subsp. sepedonicus
Positivo

[ Isolamento selectivo () ¢/ou bioensaio (%) }

[ Colénias com morfologia tipica () }

C. m. subsp. sepedonicus nio detectado
Amostra nio infectada por
C. m. subsp. sepedonicus

[ Purificar através de subcultura

TESTES DE ‘TESTE DE
IDENTIFICACAO (') PATOGENICIDADE (%)

Ambos os testes confirmam a cultura pura como
sendo de C. . subsp. sepedonicus

{ Amostra infectada por C. m. subsp. sepedonicus

Amostra nio infectada por
C. m. subsp. sepedonicus

(") A dimensao normal da amostra é de 200 tubérculos, apesar
de o procedimento poder ser utilizado com amostras mais peque-
nas caso ndo se disponha de 200 tubérculos.

(?) Os métodos de extracgdo e concentragdo do patogéneo sdo
descritos no n.° 3.1.

(®) Se, pelo menos, dois testes baseados em principios biologi-
cos diferentes forem positivos, deve proceder-se ao isolamento e a
confirmagdo. Efectuar, pelo menos, um teste de rastreio. Sempre
que este teste for negativo, a amostra ¢ considerada negativa. Caso
este teste se revele positivo, sdo necessarios um segundo ou mais
testes de rastreio baseados em principios bioldgicos diferentes, no
sentido de verificar o primeiro resultado positivo. Caso o segundo
teste, e qualquer outro dos testes efectuados, sejam negativos, a
amostra ¢ considerada negativa. Ndo sdo necessarios outros testes.

(*) Teste de imunofluorescéncia (IF).

Utilizar sempre para o rastreio por IF um anticorpo policlonal,
podendo anticorpos monoclonais adicionais fornecer uma maior
especificidade (ver n.° 4).

(°) Teste PCR.

Utilizar os reagentes e protocolos PCR adequadamente valida-
dos (ver n.° 6).
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(°) Teste FISH.

Utilizar reagentes e protocolos validados (ver n.° 5).

(7) Isolamento selectivo.

A utilizagdo dos meios MTNA ou NCP-88 e uma dilui¢do de
1/100 do sedimento ressuspenso constitui, em muitos casos, um
método adequado para o isolamento directo de C. m. subsp. sepe-
donicus. Podem obter-se colonias tipicas 3 a 10 dias apds dilui-
¢do em placas. Nessa altura, o patogéneo pode ser purificado e
identificado. Para tirar o maximo partido das suas capacidades, o
teste requer uma preparagdo cuidada dos cones dos hilos, de for-
ma a evitar a proliferagdo de bactérias saprofitas associadas aos
tubérculos da batateira, bactérias essas que sdo concorrentes com
C. m. subsp. sepedonicus nos meios e que podem desenvolver-se
em maior numero do que o patogéneo. Caso o teste de dilui¢do
em placas ndo seja bem sucedido, deve efectuar-se o isolamento a
partir das plantas utilizadas no bioensaio (ver n.° 6).

(®) O bioensaio ¢ utilizado para o isolamento de C. m. subsp.
sepedonicus a partir de sedimentos de extractos de batateira, atra-
vés de um enriquecimento selectivo em beringelas (Solanum me-
longena). O teste requer condigdes Optimas de incubagdo, especi-
ficadas neste método. Nao é provavel que bactérias inibidoras de
C. m. subsp. sepedonicus nos meios MTNA ou NCP-88 interfi-
ram nos resultados deste teste (ver n.° 7).

(°) A morfologia tipica das colonias ¢ descrita no n.° 8.

(%) O isolamento ou os bioensaios podem conduzir a obtengdo
de falsos resultados negativos devido a competi¢do ou inibigdo por
bactérias saprofitas. Caso se obtenham resultados positivos claros
nos testes de rastreio, mas os testes de isolamento sejam negati-
vos, devem repetir-se os testes de isolamento a partir do mesmo
sedimento ou através da colheita de tecido vascular adicional da
zona do hilo de tubérculos ja cortados da mesma amostra e, se
necessario, analisar amostras adicionais.

(') Consegue-se a identificacdo fidvel de presumiveis culturas
puras de C. m. subsp. sepedonicus, através da utilizagdo dos tes-
tes referidos no n.°9.

(12) O teste de patogenicidade é apresentado no n.° 10.

1.3 — Esquema para detec¢do e identificacdo de
C. m. subsp. sepedonicus em amostras de plantas de
batateira assintomaticas:

[ Amostra de segmentos de caule de batateira (1) ]

[ Extracgio ¢ concentracio do patogéneo (3) ]

{ TESTES ESSENCIAIS DE RASTREIO () }

Isolamento selectivo () Teste IF()/Teste PCR (6)/Teste FISH ()
Teste ausiliar opcional: bioensaio (%)

Colénias com morfologia tipica () Resultados negativos em
ap6s isolamento todos os testes efecumdos

NAO () C. . subsp. m/)v(f:///lf'//rn'm detectado —
amostra nio infectada por
C'] C. . subsp. sepedonicus
SII

[ Purificar através de subcultura

TESTES DE
IDENTIFICAGAO ()

Ambos os testes confirmam a cultura pura como
sendo de C. 7. subsp.  sepedonicns

SIM

Amostra infectada por
C. . subsp. sepedonicus

TESTE DE
PATOGENICIDADE (')

C.m.subsp. sepedonicus

Amostra nio infectada por J

(Y) Ver n.° 3.2 para a dimensdo recomendada das amostras.

(?) Os métodos de extracg¢do e concentragdo do patogéneo sdo
descritos no n.° 3.2.

(®) Caso, pelo menos, dois testes baseados em principios biold-
gicos diferentes sejam positivos, tem de se efectuar o isolamento
do patogéneo e a confirmagdo da sua identificagdo.

Efectuar, pelo menos, um teste de rastreio. Sempre que este teste
for negativo, a amostra é considerada negativa. Caso este teste se

4075

revele positivo, sdo necessarios um segundo ou mais testes de ras-
treio baseados em principios biologicos diferentes, no sentido de
verificar o primeiro resultado positivo. Caso o segundo teste, e
qualquer outro dos testes efectuados sejam negativos, a amostra ¢
considerada negativa. Ndo sdo necessarios outros testes.

(") O teste de isolamento selectivo e a morfologia tipica das
colénias sdo descritos no n.° 8.

() O teste IF ¢ descrito no n.° 4.

(°) O teste PCR descrito no n.° 6.

(7) O teste FISH ¢ descrito no n.° 5.

(®) O bioensaio ¢ descrito no n.°7.

(°) O isolamento ou os bioensaios podem conduzir a obtengdo
de falsos resultados negativos devido a competi¢do ou inibi¢do por
bactérias saprofitas. Caso se obtenham resultados positivos nos
testes de rastreio, mas os testes de isolamento sejam negativos,
devem repetir-se os testes de isolamento e, se necessario, analisar
amostras adicionais.

(1) Consegue-se a identificagdo fidvel de presumiveis culturas
puras de C. m. subsp. sepedonicus, através da utilizagdo dos tes-
tes referidos no n.° 9.

(') O teste de patogenicidade é apresentado no n.° 10.

2 — Observacdo visual dos sintomas de podriddo
anelar:

2.1 — Plantas de batateira:

Tendo em conta as condigdes climaticas europeias,
os sintomas raramente se observam no campo e, fre-
quentemente, apenas no final do ciclo vegetativo. Além
disso, os sintomas sdo frequentemente mascarados ou
confundidos com os provocados por outras doengas,
ou causados por senescéncia ou ainda por danos me-
canicos. Por este motivo, pode ndo ser facil detectar
os sintomas no decurso das inspec¢des de campo. Os
sintomas de murchiddo sfo muito diferentes dos cau-
sados pelo pus ou mal murcho; a murchiddo ¢ nor-
malmente lenta e limita-se inicialmente as margens da
folha. As folhas novas infectadas continuam frequen-
temente a expandir-se, apesar de esta expansdo ser
menor nas zonas infectadas. Este fenomeno dé4 origem
a folhas com formatos fora do normal. As folhas afec-
tadas pela obstrucdo dos tecidos vasculares localiza-
dos em zonas inferiores do caule desenvolvem com
frequéncia, entre as nervuras, areas clordticas, amare-
las a alaranjadas. Os foliolos, as folhas desenvolvidas
e até os caules infectados podem, eventualmente, mor-
rer. Frequentemente, as folhas e os tubérculos podem
apenas apresentar um tamanho reduzido. Ocasional-
mente, as plantas apresentam nanismo. Podem encon-
trar-se imagens a cores de um conjunto de sintomas
no sitio web http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main.

2.2 — Tubérculos de batateira:

Os primeiros sintomas observam-se nos tecidos que
envolvem o anel vascular, particularmente nas imedia-
¢des da zona do hilo, que se apresentam ligeiramente
vidrados ou translucidos, sem podriddes. O anel vas-
cular a volta do hilo pode ter uma cor ligeiramente
mais escura do que o normal. O primeiro sintoma facil-
mente identificavel € a coloracdo amarelada do anel
vascular e, quando se pressiona suavemente o tubér-
culo, emerge dos vasos um exsudado sob a forma de
fitas. Esta exsudagdo contém milhdes de bactérias. O
tecido vascular pode tornar-se acastanhado e os sinto-
mas no tubérculo, nesta fase, sdo semelhantes aos do
pus ou mal murcho provocado por Ralstonia solana-
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cearum. No inicio, estes sintomas podem limitar-se a
uma parte do anel, ndo necessariamente perto do hilo,
e, em seguida, podem progredir gradualmente, atingin-
do todo o anel. A medida que a infec¢do progride, da-
-se a destrui¢do do tecido vascular e o cortex externo
pode separar-se do cértex interno. Nos estadios mais
avancados da infeccdo, surgem fissuras na superficie
do tubérculo, frequentemente castanhas/avermelhadas
nas margens. Registaram-se recentemente na Europa
varios casos em que o cértex central apodrece ao
mesmo tempo que o anel vascular, o que resulta numa
invasdo secundaria com perfuragdes internas e necro-
ses. Os sintomas podem ser camuflados por invasdes
por fungos ou bactérias secundarias, e pode ser difi-
cil, ou mesmo impossivel, distinguir os sintomas da
podriddo anelar numa fase avancada de qualquer ou-
tra podriddo dos tubérculos. Existe a possibilidade de
se verificarem sintomas atipicos. Podem encontrar-se
imagens a cores de um conjunto de sintomas no sitio
web http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main.
3 — Preparacdo da amostra:
3.1 — Tubérculos de batateira:

Nota. — A dimensdo normal da amostra ¢ de 200
tubérculos por teste. Uma amostragem mais intensiva
exige a realizagdo de mais testes em amostras desta
dimensdo. Uma amostra com um maior nimero de
tubérculos conduzird & incapacidade ou a uma maior
dificuldade em termos de interpretacdo dos resultados.
Contudo, este procedimento pode ser aplicado a amos-
tras com menos de 200 tubérculos, sempre que este
nimero de tubérculos ndo se encontre disponivel.

A validacdo de todos os métodos de deteccdo abai-
xo descritos tem por base a andlise de amostras cons-
tituidas por 200 tubérculos.

O extracto de batata descrito em seguida pode tam-
bém ser utilizado para a deteccdo da bactéria Ralsto-
nia solanacearum, bactéria responsavel pela doenca do
pus ou mal murcho da batateira.

Pré-tratamento opcional antes da preparacdo da
amostra:

Lavar os tubérculos. Utilizar os desinfectantes (com-
postos de cloro sempre que se utilizar o teste PCR,
para destruir ADN de organismos saprofitas) e deter-
gentes adequados entre cada amostra. Secar os tubér-
culos ao ar. Este procedimento de lavagem é util (mas
ndo obrigatdrio), em especial para amostras que apre-
sentam um excesso de terra e quando se pretender
utilizar um teste PCR ou um isolamento directo.

3.1.1 — Remover a epiderme na zona do hilo de
cada tubérculo com um bisturi ou faca de cortar legu-
mes, limpos e desinfectados, para que o tecido vascu-
lar fique visivel. Retirar cuidadosamente um pequeno
cone de tecido vascular na zona do hilo, reduzindo ao
minimo a quantidade de tecido ndo vascular (ver sitio
web http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main.

Nota. — Por de lado qualquer tubérculo que exiba
sintomas suspeitos de podriddo anelar e testad-los se-
paradamente.
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Caso se observem sintomas suspeitos de podriddo
anelar durante a remocdo do cone da zona do hilo, o
tubérculo em questdo deve ser visualmente inspeccio-
nado apos o corte préximo do hilo. Qualquer tubércu-
lo cortado exibindo sintomas suspeitos devera ser su-
berizado durante 2 dias a temperatura ambiente e
armazenado em quarentena (entre 4° a 10°C) até to-
dos os testes terem sido concluidos. Todos os tubér-
culos da amostra (incluindo os que apresentam sinto-
mas suspeitos) devem ser conservados de acordo com
o disposto no anexo 11

3.1.2 — Colocar os cones dos hilos em recipientes
descartaveis ndo utilizados que possam ser fechados e
ou selados (caso os recipientes sejam reutilizados de-
vem ser cuidadosamente limpos e desinfectados com
compostos de cloro). Os cones dos hilos devem ser,
de preferéncia, processados de imediato. Se tal ndo for
possivel, devem ser mantidos no recipiente, sem adi-
cdo de tampdo, em local refrigerado durante, no ma-
ximo, 72 horas ou 24 horas a temperatura ambiente.
A secagem e a suberiza¢do dos cones, bem como o
desenvolvimento de saprdfitas durante o armazenamen-
to, podem impedir a detec¢do da bactéria causadora
da doenca da podriddo anelar.

3.1.3 — Processar os cones dos hilos de acordo com
um dos seguintes procedimentos:

a) Cobrir os cones com um volume suficiente (cer-
ca de 40 ml) de tampao de extrac¢do (apéndice n.° 3)
e coloca-los num agitador rotativo (50-100 rpm) du-
rante 4 horas a uma temperatura inferior a 24°C ou
durante 16-24 horas refrigerados; ou

b) Homogeneizar os cones com um volume sufi-
ciente (cerca de 40 ml) de tampdo de extrac¢do (apén-
dice n.° 3) num misturador (por exemplo, Waring Blen-
der ou Ultra Thurrax) ou por esmagamento num saco
de maceragio descartavel selado (por exemplo, Stoma-
cher ou Bioreba em polietileno resistente, de 150 mm
x 250 mm, esterilizado por radiagdo) utilizando um
macete de borracha ou um instrumento de tritura¢do
adequado (por exemplo, Homex).

Nota. — O risco de contaminagdo cruzada das amos-
tras € elevado quando estas sdo homogeneizadas com
recurso a um misturador. Tomar as precaucgdes neces-
sarias para evitar a formagdo de aerosséis ou derra-
mes durante o processo de extrac¢do. Assegurar-se de
que as laminas e os recipientes do misturador utiliza-
dos para cada amostra foram recentemente esteriliza-
dos. Caso se utilize o teste PCR, evitar a contamina-
¢do por ADN dos recipientes ou instrumento de
trituracdo. Sempre que se utilize o teste PCR,
recomenda-se a trituragdo em sacos descartaveis e a
utilizagdo de tubos descartaveis.

3.1.4 — Decantar o sobrenadante. Caso se encon-
tre excessivamente turvo, clarificar através de centri-
fugacdo a baixa velocidade (a ndo mais de 180 g du-
rante 10 minutos a uma temperatura entre 4 e 10°C)
ou de filtragdo por vacuo (40-100 pm), lavando o fil-
tro com tamp#o de extracgdo adicional (10 ml) (apén-
dice n.° 3).
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3.1.5 — Concentrar a fracg¢do bacteriana por centri-
fugagdo a 7000g durante 15 minutos (ou 10000 g
durante 10 minutos) a uma temperatura compreendida
entre 4 e 10°C e desprezar o sobrenadante sem per-
turbar o sedimento.

3.1.6 — Ressuspender o sedimento em 1,5 ml de
tampao de ressuspensdo (apéndice n.° 3). Utilizar 500l
para o teste de deteccdo de C. m. subsp. sepedonicus,
500ul para o teste de deteccdo de Ralstonia solanace-
arum e 500ul para fins de referéncia. Adicionar glice-
rol esterilizado até obter uma concentragio final de 10-
-25% (v/v) aos 500ul das aliquotas de referéncia e a
aliquota remanescente da amostra em estudo; agitar em
vértice e armazenar entre -16 e —24°C (semanas) ou
entre —68 e —86°C (meses). Manter a aliquota rema-
nescente da amostra em estudo a uma temperatura
entre 4 e 10°C durante o periodo de ensaio.

Nido se aconselha a congelacdo e descongelacdo
repetidas.

Caso seja necessario transportar o extracto, garantir
a entrega numa caixa refrigerada num prazo de 24 a
48 horas.

3.1.7— E indispensavel que as amostras e os con-
trolos positivos de C. m. subsp. sepedonicus sejam
tratados separadamente para evitar contaminag¢des. O
mesmo se aplica as laminas de imunofluorescéncia e
a todos os testes.

3.2 — Plantas de batateira:

Nota. — Para a detecgdo de populagdes latentes de
C. m. subsp. sepedonicus, é aconselhavel a analise de
amostras compostas. O procedimento pode ser aplica-
do convenientemente a amostras compostas contendo
até 200 partes de caule (sempre que forem realizadas
prospecgdes, estas devem basear-se numa amostra es-
tatisticamente representativa da populacdo de plantas
em estudo.)

3.2.1 — Com uma faca ou uma tesoura de poda lim-
pas e desinfectadas, remover um segmente de 1-2 cm
da base de cada caule, imediatamente acima do nivel
do solo.

Desinfectar rapidamente os segmentos de caule com
etanol a 70 % e secd-los imediatamente com papel de
filtro.

Recolher os segmentos de caule num recipiente es-
terilizado fechado, de acordo com os seguintes proce-
dimentos de amostragem:

3.2.2 — Processar os segmentos de caule de acordo
com um dos seguintes procedimentos:

a) Cobrir os segmentos com um volume suficiente
(cerca de 40ml) de tampdo de extracg¢do (apéndice
n.° 3) e coloca-los num agitador rotativo (50-100rpm)
durante 4 horas a menos de 24°C ou durante 16-24
horas em local refrigerado; ou

b) Processar imediatamente, esmagando os segmen-
tos num saco de maceragdo resistente (por exemplo,
Stomacher ou Bioreba) com um volume adequado de
tampdo de extrac¢do (apéndice n.°3), com recurso a
um macete de borracha ou um instrumento de tritura-
¢do adequado (por exemplo, Homex). Se tal ndo for
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possivel, armazenar os segmentos de caule refrigera-
dos durante, no maximo, 72 horas ou 24 horas a tem-
peratura ambiente.

3.2.3 — Decantar o sobrenadante apds 15 minutos
de repouso.

3.2.4 —Nio ¢ normalmente necessario proceder a
clarificacdo do extracto ou a concentragdo da fracgdo
bacteriana, mas estes objectivos podem alcancar-se
através de filtracdo e ou centrifugagio, tal como des-
crito nos n.°s3.1.4 a 3.1.6.

3.2.5 — Dividir o extracto puro ou concentrado da
amostra em duas partes iguais. Manter uma metade a
uma temperatura de 4 a 10°C durante a realizagdo dos
testes e armazenar a outra metade com 10-25% (v/v)
de glicerol esterilizado a uma temperatura compreen-
dida entre —16 e —24°C (semanas) ou —68 e —86°C
(meses), caso seja necessario proceder a mais testes.

4 — Teste IF:

Principio:

A utilizacdo do teste IF como teste de rastreio prin-
cipal é recomendada, tendo em conta a sua robustez
comprovada para alcangar os limiares de deteccdo
exigidos.

Sempre que se utilize o teste IF como teste de ras-
treio principal e o seu resultado seja positivo, tem de
se realizar o teste PCR ou o teste FISH como segun-
do teste de rastreio. Sempre que se utilize o teste IF
como segundo teste de rastreio e o seu resultado seja
positivo, tem de se realizar mais testes de acordo com
o fluxograma para completar a analise.

Nota. — Utilizar sempre um anticorpo policlonal
quando o teste IF for usado como principal teste de
rastreio. No caso de se obter um resultado positivo no
teste [F com um anticorpo policlonal, as amostras
podem ser submetidas a novos testes com um anticor-
po monoclonal que, embora apresente uma maior es-
pecificidade, pode ser menos sensivel.

Utilizar anticorpos contra uma estirpe de referéncia
de C. m. subsp. sepedonicus. Recomenda-se a deter-
minagdo do titulo para cada novo lote de anticorpos.
O titulo ¢ definido como a diluicdo mais elevada para
a qual se verifica uma reac¢do optima ao testar uma
suspensdo contendo 103 a 10 células por ml da estir-
pe homologa de C. m. subsp. sepedonicus, e recorren-
do a um conjugado de isotiocianato de fluoresceina
(FITC), de acordo com as recomendag¢des do fabrican-
te. Os anticorpos policlonais ou monoclonais nativos
devem possuir um titulo IF de, pelo menos, 1:2000.
Durante o teste, os anticorpos devem ser utilizados em
dilui¢des de trabalho (DT) proximas do titulo ou no
seu valor exacto. Utilizar anticorpos validados (ver sitio
web http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main).

O teste deve ser realizado com extractos de amos-
tras recentemente preparados. Se necessario, pode ser
executado com sucesso em extractos armazenados en-
tre -68 e -86°C e conservados em glicerol. O glicerol
pode ser retirado da amostra através da adigdo de 1 ml
de tampdo de ressuspensdo (apéndice n.° 4), nova cen-
trifugacdo durante 15 minutos a 7000g e ressuspensio
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num volume igual de tampdo de ressuspensdo. Este
procedimento é frequentemente desnecessario, em es-
pecial se as laminas forem fixadas a chama (ver
n.°2.2).

Preparar laminas de controlo positivo em separado
com uma estirpe homologa, ou qualquer outra estirpe
de referéncia de C. m. subsp. sepedonicus suspensa em
extracto de batata, tal como especificado no apéndice
n.°2 e, opcionalmente, em tampé@o.

Sempre que possivel, deve também ser utilizado
material vegetal naturalmente infectado (liofilizado
ou congelado a uma temperatura compreendida en-
tre —16 e —24°C) como controlo positivo na mesma
lamina.

Como controlos negativos, utilizar aliquotas de ex-
tracto de amostra que anteriormente se tenham revela-
do negativas relativamente a presenca de C. m. subsp.
sepedonicus.

Utilizar laminas de microscopio com varios pogos,
de preferéncia 10, com, pelo menos, 6 mm de didme-
tro cada.

Testar o material de controlo de forma idéntica a
da(s) amostra(s).

4.1 — Preparar as laminas através de um dos seguin-
tes procedimentos:

i) Para sedimentos com relativamente pouco amido:

Pipetar um volume-padrdo (15ul é adequado para
pogos com 6 mm de didmetro — aumentar o volume
proporcionalmente a dimensdo dos pogos) de uma di-
luicdo de 1/100 do sedimento de batata ressuspenso
no primeiro po¢o. Em seguida, pipetar um volume
semelhante de sedimento ndo diluido (1/1) nos restan-
tes pocos da fila. A segunda fila de pocos pode ser
utilizada como um duplicado ou para outra amostra,
como indicado na figura n.° 1.

ii) Para outros sedimentos:

Preparar dilui¢des decimais (1/10 e 1/100) do sedi-
mento ressuspenso em tampao de ressuspensdo. Pipe-
tar um volume-padrdo (15ul é adequado para pogos
com 6 mm de didmetro — aumentar o volume propor-
cionalmente a dimensdo dos pogos) do sedimento res-
suspenso e de cada uma das diluigdes numa fila de
pocos. A segunda fila de pogos pode ser utilizada
como um duplicado ou para outra amostra, como in-
dicado na figura n.° 2.

4.2 — Secar as goticulas & temperatura ambiente ou
por aquecimento a uma temperatura compreendida
entre 40 e 45°C. Fixar as células bacterianas na la-
mina através de aquecimento (15 minutos a 60°C), a
chama, com etanol a 95 %, ou em conformidade com
instrucdes especificas dos fornecedores dos anticor-
pos.

Se necessario, as laminas assim tratadas podem ser
armazenadas congeladas numa caixa de dessecacdo
durante o menor tempo possivel (até um maximo de
3 meses) antes de serem testadas.
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4.3 — Procedimento IF:

i) De acordo com a preparacdo da ldmina descrita
na alinea i) do n.°4.1:

Preparar um conjunto de dilui¢des a 1/2 do anticor-
po em tampdo IF. O primeiro poco deve ter 1/2 do
titulo (T/2), os restantes 1/4 do titulo (T/4), 1/2 do
titulo (T/2), o titulo (T) e o dobro do titulo (2T).

ii) De acordo com a preparacdo da ldmina descrita
na alinea ii) do n.°4.1:

Preparar a dilui¢do de trabalho (DT) do anticorpo
em tampdo IF. A diluicdo de trabalho afecta a especi-
ficidade.

FIGURA N.° 1

Preparagao da lamina de acordo com a alinea i) do n.° 4.1
e a alinea i) do n.°4.3

Dilui¢des do sedimento ressuspenso

1/100 1/1 1/1 171 171 o Diluigdo do
sedimento
ressuspenso

T = Titulo) T2 T/4 T2 T 2T o Diluigdes 1/2 do
anti-soro/anticorpo
Amostra 1 . o, o o, o5
Duplicado da amostra o ., oy oy o
1 ou amostra 2
FIGURA N.° 2

Preparagao da lamina de acordo com a alinea ii) do n.° 4.1
e a alinea ii) do n.°4.3

Diluigdo de trabalho do anti-soro/anticorpo

1/1 1/10 1/100  Vazio Vazio o Dilui¢do decimal
do sedimento
ressuspenso

Amostra 1 . ., o o, L

Duplicado da o . oy oy LRTY
amostra 1 ou
amostra 2

4.3.1 — Dispor as laminas sobre papel de filtro
humedecido. Cobrir por completo cada pogo contendo
a amostra a testar com a(s) diluicdo(des) de anticorpo.
O volume de anticorpo adicionado a cada pogo deve
ser, pelo menos, igual ao volume de extracto aplica-
do.

O procedimento seguinte deve ser efectuado na au-
séncia de instrugdes especificas dos fornecedores dos
anticorpos.

4.3.2 — Incubar as laminas sobre papel de filtro
humedecido durante 30 minutos a temperatura ambi-
ente (18 a 25°C) numa caixa fechada.

4.3.3 — Sacudir as goticulas da ldmina. Lavar por
submersdo durante 5 minutos em tampdo IF-Tween e
subsequentemente durante 5 minutos em tampdo IF
(apéndice n.° 3). Evitar a transferéncia de aerossois ou
de goticulas, o que poderia dar origem a uma conta-
mina¢do cruzada. Eliminar cuidadosamente a humida-
de em excesso, secando suavemente com papel absor-
vente.

4.3.4 — Dispor as laminas sobre papel de filtro
humedecido. Cobrir os pogos contendo as amostras a
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testar com a dilui¢do do conjugado FITC utilizada para
determinar o titulo. O volume de conjugado FITC adi-
cionado aos pogos deve ser idéntico ao volume de
anticorpo utilizado.

4.3.5 — Incubar as laminas sobre papel de filtro
humedecido durante 30 minutos a temperatura ambi-
ente (18 a 25°C) numa caixa opaca fechada.

4.3.6 — Sacudir da lamina as goticulas de conjuga-
do FITC. Lavar como anteriormente (n.°4.3.3).

Retirar cuidadosamente o excesso de humidade.

4.3.7 — Pipetar para cada pogo 5-10ul de uma so-
lucdo de tampdo fosfato 0,1M com glicerol (apéndice
n.°3) ou de um liquido de montagem disponivel no
mercado que evite a perda rdpida de fluorescéncia e
cobrir com uma lamela.

4.4 — Leitura do teste IF:

4.4.1 — Examinar as l&minas do teste num micros-
copio de epifluorescéncia, com filtros adequados para
excitagdo do FITC, utilizando uma lente de imersio
em Oleo ou dgua, com uma ampliagdo de 500-1000x.
Examinar os pocos ao longo de dois didmetros per-
pendiculares e a volta do perimetro. Para amostras que
ndo revelem células, ou cujo nimero seja reduzido, ob-
servar, pelo menos, 40 campos do microscopio.

Observar primeiro a l1dmina do controlo positivo. As
células devem apresentar-se com uma fluorescéncia
brilhante e completamente coradas no titulo do anti-
corpo ou dilui¢do de trabalho determinados. O teste
IF (n.°4) deve ser repetido se a coloragdo for aber-
rante.

4.4.2 — Observar células fluorescentes brilhantes
com a morfologia caracteristica de C. m. subsp. sepe-
donicus nos pogos das laminas em estudo (ver sitio
web http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/
main). A intensidade de fluorescéncia deve ser equi-
valente a da estirpe do controlo positivo, ou melhor
do que esta, para a mesma diluicdo do anticorpo. As
células com colora¢do incompleta ou com fluorescén-
cia fraca ndo devem ser consideradas.

Caso se suspeite de qualquer contaminacio, o teste
deve ser repetido. Este pode ser o caso quando todas
as laminas de um lote, revelem células positivas devi-
do a contaminagdo do tamp@o ou se forem encontra-
das células positivas (fora do pogo da lamina) no re-
vestimento da ldmina.

4.4.3 — Ha vérios problemas inerentes a especifici-
dade do teste de imunofluorescéncia. Em sedimentos
de cones de hilo e de segmentos de caule da batatei-
ra, é possivel a ocorréncia de populagdes de células
fluorescentes com morfologia atipica e reacgdes cru-
zadas de bactérias saprofitas com dimensdes e morfo-
logia semelhantes a C. m. subsp. sepedonicus.

4.4.4 — Considerar apenas células fluorescentes com
dimensdes e morfologia tipicas no titulo ou na dilui-
¢do de trabalho dos anticorpos, tal como descrito no
n.°4.3.

4.4.5 — Interpretacdo do teste IF:

i) Se forem detectadas células fluorescentes brilhan-
tes e com a morfologia caracteristica, determinar o
nuimero médio de células tipicas por cada campo do
microscopio e calcular o numero de células tipicas por
ml de sedimento ressuspenso (apéndice n.° 4);
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Nota. — A leitura do teste IF revela um resultado
positivo para amostras com, pelo menos, 5 x 103 de
células tipicas por ml de sedimento ressuspenso. A
amostra é considerada como potencialmente contami-
nada, sendo necessario efectuar outros testes.

ii) A leitura do teste IF revela um resultado negati-
vo para amostras com menos de 5 x 103 células por
ml de sedimento ressuspenso, sendo a amostra consi-
derada negativa.

Nota. — A realizacdo de outros testes ndo é obri-
gatdria.

5 — Teste FISH:

Principio:

Sempre que se utilize o teste FISH como primeiro
teste de rastreio e o seu resultado seja positivo, tem
de se realizar o teste IF como segundo teste obrigatd-
rio de rastreio. Sempre que se utilize o teste FISH
como segundo teste de rastreio e o seu resultado seja
positivo, tem de se realizar mais testes de acordo com
fluxograma para completar o diagndstico.

Nota. — Utilizar sondas validadas especificas para
C. m. subsp. sepedonicus (apéndice n.° 7). O teste pre-
liminar com este método deve permitir a deteccdo re-
produtivel de, pelo menos, 103-10% células de C. m.
subsp. sepedonicus por ml adicionadas a extractos de
amostras que anteriormente se tenham revelado nega-
tivos.

O procedimento seguinte devera ser realizado, de
preferéncia, com um extracto de amostra preparado na
altura da utilizacdo, mas pode também ser realizado
com sucesso com um extracto de amostra que tenha
sido armazenado em glicerol a uma temperatura com-
preendida entre —16 e —24°C ou —68 e —86°C.

Como controlos negativos, utilizar aliquotas de ex-
tracto de amostra que tenha anteriormente sido testado
com resultado negativo para C. m. subsp sepedonicus.

Como controlos positivos preparar suspensdes con-
tendo 105 a 10° células de C. m. subsp. sepedonicus
por ml provenientes de uma cultura com 3 a 5 dias
(por exemplo, estirpe NCPPB 4053 ou PD 406) em
tampdo fosfato (PB) 0,01M (para a preparagdo ver
apéndice n.° 2). Preparar laminas de controlo positivo
em separado com a estirpe homdloga, ou qualquer
outra estirpe de referéncia de C. m. subsp. sepedoni-
cus suspensa em extracto de batata, tal como especifi-
cado no apéndice n.° 2.

A utilizagdo de sondas para eubactérias marcadas
com FITC oferece um controlo para o processo de
hibridagdo, visto que todas as eubactérias presentes na
amostra ficardo coradas.

Testar o material de controlo de forma idéntica a
da(s) amostra(s).

5.1 — Fixacdo do extracto de batata:

O protocolo seguinte tem por base Wullings et al.,
(1998):

5.1.1 — Preparar a solucdo fixadora (ver apéndice
n.° 7).
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5.1.2 — Pipetar 100 pl de cada extracto de amostra
para um tubo Eppendorf e centrifugar durante 8 mi-
nutos a 7000g.

5.1.3 — Remover o sobrenadante e dissolver o se-
dimento em 500ul de fixador preparado ha menos de
24 horas. Agitar em vortex e incubar até ao dia se-
guinte a 4 °C.

Etanol a 96 % constitui um fixador alternativo. Para
o utilizar, dissolver o sedimento referido no n.°5.1.2,
em 50ul de tampdo fosfato 0,01M e 50ul de etanol a
96 %. Agitar em vortex e incubar a 4°C durante 30 a
60 minutos.

5.1.4 — Centrifugar durante 8 minutos a 7000g,
remover o sobrenadante e ressuspender o sedimento em
75ul de tampdo fosfato 0,01M (ver apéndice n.° 3).

5.1.5 — Colocar 16pl das suspensdes fixadas numa
lamina multiteste limpa, tal como demonstrado na fi-
gura n.° 3. Aplicar duas amostras ndo diluidas diferen-
tes por lamina e utilizar 10ul para obter uma diluicdo
de 1:100 (em tampdo fosfato 0,01M). A solugdo de
amostra restante (49ul) pode ser armazenada a —20°C
ap6s adicdo de 1 volume de etanol a 96 %. Caso o
teste FISH exija uma repeti¢do, remover o etanol por
centrifugacdo e adicionar igual volume de tampZo fos-
fato 0,01M (agitar em vortex).

FIGURA N.° 3

Configuragdo para a lamina FISH

Amostra 1 Branco Branco Branco Amostra 2
o o o o o
Pogo 1 Pogo 2 Pogo 3 Pogo 4 Pogo 5
Amostra 1 Branco Branco Branco Amostra 2
o o o o o
Pogo 6 Pogo 7 Pogo 8 Pogo 9 Poco 10

Lamela 1 Lamela 2

5.1.6 — Secar as laminas ao ar (ou num secador de
laminas a 37 C) e proceder a sua fixagdo a chama.

Nesta fase o procedimento pode ser interrompido e
a hibridag¢do continuada no dia seguinte. As laminas
devem ser armazenadas em local sem poeiras e seco a
temperatura ambiente.

5.2 — Pré-hibridac¢do e hibridagdo:

5.2.1 — Preparar uma solu¢fo de lisozima conten-
do 10mg de lisozima (Sigma L-6876) em 10ml de tam-
pdo (Tris-HCI 100mM, EDTA 50mM, pH 8.,0). Esta
solugdo pode ser armazenada mas devera ser congela-
da/descongelada apenas uma vez. Cobrir cada pogo de
amostra com cerca de 50ul de solucdo de lisozima e
incubar durante 10 minutos & temperatura ambiente.
Mergulhar entdo as laminas em agua desmineralizada
apenas uma vez e secar com papel de filtro.

Alternativamente, em vez de lisozima, adicionar
50 ul de uma solugdo de proteinase K 40-400ugml-!
em tampdo (Tris HCI 20mM, CaCl, 2mM, pH 7.,4) a
cada pogo e incubar a 37°C durante 30 minutos.

5.2.2 — Desidratar as células num gradiente de con-
centracdes de etanol de 50 %, 80 % e 96 % durante 1
minuto cada. Secar as ldminas ao ar num porta-lami-
nas.

5.2.3 — Preparar uma camara de incubagdo humi-
da, cobrindo o fundo de uma caixa hermética com
papel absorvente ou de filtro embebido em 1x «hyb-
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mix» (apéndice n.° 7). Pré-incubar a caixa na estufa de
hibrida¢do a 55°C durante, pelo menos, 10 minutos.

5.2.4 — Preparar 45ul de solucdo de hibridacdo
(apéndice n.° 7) por lamina e pré-incubar durante 5 mi-
nutos a 55°C.

5.2.5 — Colocar as laminas sobre uma placa aque-
cida a 45°C e aplicar 10ul de solugdo de hibridagéo
em cada um dos 4 pogos da(s) lamina(s).

5.2.6 — Aplicar duas lamelas (24 x 24 mm) em cada
lamina, sem retencdo de ar. Colocar as ldminas na
camara hiimida pré-aquecida e hibridar de um dia para
o outro na estufa a 55°C, no escuro.

5.2.7 — Preparar 3 copos contendo 1 I de dgua ul-
tra pura (UPW), 1 1 de 1x «hybmix» (334 ml de 3 x
«hybmix» e 666 ml de UPW) e 1 1 de 2 x «hybmix»
(167 ml de 3x «hybmix» e 833 ml de UPW). Pré-in-
cubar cada um deles em banho-maria a 55°C.

5.2.8 — Retirar as lamelas das ldminas e colocar
estas ultimas no porta-laminas.

5.2.9 — Remover as sondas em excesso por incu-
bagdo durante 15 minutos no recipiente com 1x «hyb-
mix» a 55°C.

5.2.10 — Transferir o porta-laminas para uma solu-
¢do de lavagem com 1/2 de «hybmix» e incubar du-
rante mais 15 minutos.

5.2.11 — Mergulhar as laminas brevemente em
UPW e coloca-las sobre papel de filtro. Remover o
excesso de humidade cobrindo a superficie suave-
mente com papel de filtro. Pipetar 5-10il de solu-
¢do de montagem que evite uma rapida perda de flu-
orescéncia (por exemplo, Vectashield, Vector
Laboratories, CA, USA ou equivalente) em cada
poco e aplicar uma lamela grande (24 x 60 mm)
cobrindo toda a lamina.

5.3 — Leitura do teste FISH:

5.3.1 — Observar imediatamente as ldminas com um
microscopio equipado para microscopia de epifluores-
céncia, sob lente de imersdo em 6leo, a uma amplia-
cdo de 630 ou 1000x. Com um filtro indicado para
isotiocianato de fluoresceina (FITC), as células eubac-
terianas (incluindo a maior parte das células gram-ne-
gativas) presentes na amostra mostram uma coloragéo
verde fluorescente. Com um filtro para isotiocianato-
-5-tetrametilrodamina, as células de C. m. subsp. se-
pedonicus coradas com Cy3 revelam-se vermelho flu-
orescente. Comparar a morfologia das células com a
dos controlos positivos. As células devem apresentar-
-se com uma fluorescéncia brilhante e completamente
coradas. O teste FISH (n.°9.4) deve ser repetido se a
coloragdo for aberrante. Examinar os pogos ao longo
de dois didmetros perpendiculares e & volta do peri-
metro. Para amostras que néo revelem células, ou cujo
numero seja reduzido, observar, pelo menos, 40 cam-
pos do microscépio.

5.3.2 — Procurar células fluorescentes brilhantes
com a morfologia caracteristica de C. m. subsp. sepe-
donicus nos pogos das laminas de teste (ver sitio web
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).
A intensidade de fluorescéncia deve ser equivalente ou
superior a da estirpe do controlo positivo. As células
com coloracdo incompleta ou com fluorescéncia fraca
ndo devem ser consideradas.
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5.3.3 — Caso se suspeite de qualquer contaminag&o,
o teste deve ser repetido. Este podera ser o caso quan-
do todas as laminas de um lote revelem células posi-
tivas devido a contaminacdo do tampdo ou se forem
encontradas células positivas (fora do poco da lami-
na) no revestimento da lamina.

5.3.4 — H4 vérios problemas inerentes a especifici-
dade do teste FISH. Em sedimentos de cones de hilos
e de segmentos de caule da batateira, ¢ provavel a
ocorréncia de populagdes de células fluorescentes com
morfologia atipica e reac¢des cruzadas de bactérias
sapréfitas com dimensdes e morfologia semelhantes a
C. m. subsp. sepedonicus, apesar de este fendmeno ser
menos frequente do que no teste IF.

5.3.5 — Considerar unicamente as células fluores-
centes de dimensdes e morfologia tipicas, ver n.° 5.3.2.

5.3.6 — Interpretacdo do resultado do teste FISH:

i) Obtém-se resultados validos para o teste FISH
quando se observarem, com um filtro para FITC, cé-
lulas brilhantes com fluorescéncia verde de dimensdes
e morfologia tipicas de C. m. subsp. sepedonicus e,
com o filtro para rodamina, células brilhantes com flu-
orescéncia vermelha em todos os controlos positivos,
as quais deverdo estar ausentes em todos os controlos
negativos. Se forem detectadas células fluorescentes
brilhantes e com a morfologia caracteristica, determi-
nar o nimero médio de células tipicas por cada cam-
po do microscopio e calcular o namero de células ti-
picas por ml de sedimento ressuspenso (apéndice n.° 4).
As amostras com, pelo menos, 5x 103 células tipicas
por ml de sedimento ressuspenso sdo consideradas
como potencialmente contaminadas. A realizagdo de
outros testes € obrigatoria. As amostras com menos de
5x 103 células tipicas por ml de sedimento ressuspen-
so sdo consideradas negativas;

ii) O teste FISH ¢ negativo se ndo se observarem,
com um filtro para rodamina, células brilhantes com
fluorescéncia vermelha e dimensdes e morfologia tipi-
cas de C. m. subsp. sepedonicus, mas sejam observa-
das células tipicas brilhantes com fluorescéncia verme-
lha nas preparacdes de controlo positivo mediante a
utilizacdo do filtro para rodamina.

6 — PCR:

Principios:

Sempre que se utilize a PCR como teste de rastreio
principal e o seu resultado seja positivo, tem de se
realizar o teste I[F como segundo teste obrigatorio de
rastreio. Sempre que se utilize o teste PCR como se-
gundo teste de rastreio e o seu resultado seja positivo,
tem de se realizar mais testes de acordo com o fluxo-
grama para completar o diagndstico.

A exploragdo completa deste método como teste de
rastreio principal é apenas recomendada quando tenham
sido adquiridos conhecimentos altamente especializa-
dos.

Nota. — Os testes preliminares com este método
deveriam permitir a detecgdo reprodutivel de 103 a 104
células de C. m. subsp. sepedonicus por ml adiciona-
das a amostras de extractos que apresentaram ante-
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riormente resultados negativos. Poderdo ser necessari-
as experiéncias de optimizagdo para alcangar os niveis
maximos de sensibilidade e especificidade em todos os
laboratorios.

Utilizar reagentes e protocolos PCR validados. Se-
leccionar, de preferéncia, um método que disponha de
um controlo interno.

Tomar as precaugdes necessarias para evitar a con-
taminag¢do da amostra com ADN-alvo. O teste PCR
devera ser realizado por técnicos experimentados, em
laboratérios dedicados a biologia molecular, no senti-
do de minimizar a possibilidade de contamina¢do com
ADN-alvo.

Os controlos negativos (para os procedimentos de
extraccdo de ADN e PCR) devem ser sempre mani-
pulados como amostras finais no procedimento, a fim
de evidenciar a ocorréncia de qualquer contaminagfo
com ADN.

Devem ser incluidos no teste PCR os seguintes con-
trolos negativos:

Extracto de amostra que tenha anteriormente sido
testado e se tenha revelado negativo relativamente a
presenca de C. m. subsp. sepedonicus;

Controlos dos tampdes utilizados para extrair a bac-
téria e o ADN da amostra;

Mistura de reacg¢do da PCR.

Devem ser incluidos os seguintes controlos positi-
VOs:

Aliquotas de sedimentos ressuspensos as quais se
adicionou C. m. subsp. sepedonicus (ver prepara¢do no
apéndice n.°2);

Uma suspensfio em dgua contendo10° células por ml
de um isolado virulento (por exemplo, NCPPB 2140
ou NCPPB 4053) de C. m. subsp. sepedonicus,

Se possivel, utilizar também ADN extraido de amos-
tras de controlo positivas no teste PCR.

Nota. — Para evitar uma potencial contaminagio, os
controlos positivos devem ser preparados num ambi-
ente separado do das amostras a serem testadas.

Os extractos de amostras devem estar, 0 mais pos-
sivel, isentas de terra. Seria, por isso, em alguns ca-
sos, mais prudente preparar as extracgdes a partir de
batatas lavadas, caso se utilizem os testes PCR..

6.1 — Métodos de purificagdo do ADN:

Utilizar amostras de controlo positivo e negativo, tal
como descrito anteriormente.

Preparar o material de controlo de forma idéntica a
da(s) amostra(s).

Existe uma variedade de métodos para a purifica-
¢do do ADN-alvo a partir de amostras de substratos
complexos, removendo, deste modo, os inibidores da
PCR e outras reac¢des enzimaticas e concentrando o
ADN-alvo no extracto de amostra.

O método seguinte foi optimizado para utilizacdo
com o teste PCR validado, referido no apéndice n.° 6.
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6.1 — a) Método segundo Pastrick (2000):

1) Pipetar 220ul de tampéo de lise (NaCl 100mM,
Tris-HCI 10mM [pH 8,0], EDTA 1 mM [pH 8,0]) para
um tubo Eppendorf de 1,5ml;

2) Adicionar 100ul de extracto de amostra e colo-
car num bloco de aquecimento ou em banho-maria a
95°C durante 10 minutos;

3) Colocar o tubo em gelo durante 5 minutos,

4) Adicionar 80ul de solugdo concentrada de liso-
zima (50mg de lisozima por ml em Tris HCl 10mM,
pH 8,0) e incubar a 37°C durante 30 minutos;

5) Adicionar 220 pl de solugdo A Easy DNA® (In-
vitrogen), misturar bem em vortice e incubar a 65°C
durante 30 minutos;

6) Adicionar 100ul de solugdo B Easy DNA® (In-
vitrogen), agitar vigorosamente em vortex até que o
precipitado se desloque livremente no tubo e a amos-
tra esteja uniformemente viscosa;

7) Adicionar 500ul de cloroférmio e agitar em vor-
tex até que a viscosidade diminua e a mistura se tor-
ne homogénea;

8) Centrifugar a 15000g durante 20 minutos a 4°C
para separar as fases e formar a interfase;

9) Transferir a fase superior para um tubo Eppen-
dorf limpo,

10) Adicionar Iml de etanol a 100 % (-20°C) agi-
tar brevemente em vortex e incubar no gelo durante
10 minutos,

11) Centrifugar a 15000g durante 20 minutos a 4°C
e remover o etanol do sedimento;

12 ) Adicionar 500ul de etanol a 80 % (-20°C) e
misturar invertendo o tubo;

13) Centrifugar a 15000g durante 10 minutos a 4°C,
guardar o sedimento e remover o etanol;

14) Deixar secar o sedimento ao ar ou em «DNA
speed vacy;

15) Ressuspender o sedimento em 100ul de UPW
esterilizada e deixar a temperatura ambiente durante,
pelo menos, 20 minutos;

16) Armazenar a -20°C até ser necessario para a
realizagdo da PCR;

17) Centrifugar qualquer precipitado branco até que
este se deposite no fundo e utilizar 5ul do sobrena-
dante contendo ADN para a PCR.

6.1 — b) Outros métodos:

Podem ser aplicados outros métodos de extracgdo
de ADN (por exemplo, Qiagen DNeasy Plant Kit),
desde que esteja provado que sdo igualmente efica-
zes na purificagdo do ADN a partir de amostras de
controlo contendo 103 a 10* células do patogéneo
por ml.

6.2 — PCR:

6.2.1 — Preparar as amostras a testar e controlos
para a PCR em conformidade com o protocolo vali-
dado (apéndice n.° 6). Preparar uma diluicdo decimal
de extracto de ADN da amostra (1:10 em UPW).

6.2.2 — Preparar a mistura adequada de reaccdo da
PCR num ambiente isento de contaminacdo, de acor-
do com o protocolo publicado (apéndice n.° 6). O pro-
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tocolo da PCR validado é uma reac¢do multiplex que
incorpora também um controlo interno da PCR.

6.2.3 — Adicionar 5ul de extracto de ADN a mis-
tura de reac¢do da PCR de forma a obter um volume
final de 25ul em tubos PCR esterilizados.

6.2.4 — Incorporar uma amostra de controlo nega-
tivo contendo apenas a mistura de reac¢io da PCR e
adicionar a mesma fonte de UPW utilizada na mistura
da PCR em substituicdo da amostra.

6.2.5 — Colocar os tubos no mesmo termociclador
que foi utilizado no teste preliminar e iniciar o pro-
grama optimizado da PCR adequado (apéndice n.°6).

6.3 — Andlise do produto da PCR:

6.3.1 — Proceder a electroforese em gel de agarose
dos fragmentos amplificados pela PCR. Correr, pelo
menos, 12pul de mistura de reac¢do contendo o ADN
amplificado de cada uma das amostras, misturados com
3ul de tampdo de carregamento (apéndice n.° 6), em
géis de agarose a 2 % (p/v) em tampdo de tris acetato-
-EDTA (TAE) (apéndice n.° 6) a 5-8 V por cm. Utili-
zar um marcador de ADN adequado, por exemplo
100bp DNA ladder.

6.3.2 — Revelar as bandas de ADN através de co-
loragdo em brometo de etidio (0,5mg por 1) durante
30-45 minutos, tomando as precaucdes adequadas para
manusear este agente mutagénico.

6.3.3 — Observar o gel corado num transiluminador
com UV de ondas curtas (por exemplo, A = 302 nm)
para deteccdo de produtos amplificados da PCR de
tamanho esperado (apéndice n.° 6) e documentar.

6.3.4 — Para todas as novas detecc¢des/situagdes,
verificar a autenticidade do fragmento amplificado pela
PCR através da realizacdo de analise de restri¢do en-
zimatica na amostra do ADN amplificado restante, por
incubagdo com uma enzima de restricdo e um tampéao
adequados a temperatura e com duracdo Optimas (apén-
dice n.° 6). Proceder em seguida, tal como anteriormen-
te, a electroforese em gel de agarose dos fragmentos
digeridos e observar o padrdo dos fragmentos de res-
trico caracteristico num transiluminador com UV, apds
coloragcdo com brometo de etidio, e comparar com o
controlo positivo ndo digerido e digerido.

Interpretagdo do resultado do teste PCR:

O teste PCR € considerado negativo caso ndo seja
detectado o fragmento amplificado pela PCR de tama-
nho especifico esperado para C. m. subsp. sepedoni-
cus para a amostra em estudo, mas seja detectado em
todas as amostras de controlo positivo (no caso da PCR
multiplex com iniciadores de controlo interno especi-
ficos para as plantas, devera ser detectado um segun-
do produto da PCR de tamanho esperado na amostra
em estudo).

O teste PCR ¢ considerado positivo caso seja de-
tectado o fragmento amplificado pela PCR especifico
para C. m. subsp. sepedonicus de tamanho e padrdo
de restricdo esperados (quando necessario), desde que
ndo seja amplificado a partir de nenhuma das amos-
tras de controlo negativo. A confirmagéo fidvel de um
resultado positivo pode também ser obtida mediante a
repeti¢do do teste com um segundo conjunto de inicia-
dores da PCR (n.°9.3).
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Nota. — Pode suspeitar-se de inibi¢do da PCR se o
fragmento amplificado esperado for observado na
amostra de controlo positivo de uma suspensido aquo-
sa de C. m. subsp. sepedonicus, mas se obtenham re-
sultados negativos de controlos positivos de C. m.
subsp. sepedonicus em extracto de batata. Nos proto-
colos da PCR multiplex com controlos internos da
PCR, a inibicdo da reacgdo € indicada sempre que ndo
se obtenha nenhum dos dois fragmentos amplificados.

Pode suspeitar-se de contaminagio, caso o fragmento
amplificado esperado seja obtido em um ou véarios dos
controlos negativos.

7 — Bioensaio:

Nota. — Um teste preliminar com este método deve
permitir a detecgdo reprodutivel de 103 a 10* unida-
des formadoras de colonias de C. m. subsp. sepedoni-
cus por ml adicionadas a amostras de extractos para
0s quais se obtiveram anteriormente resultados negati-
vos (para a preparagdo ver apéndice n.°2).

A mais elevada sensibilidade de detecg¢do pode ser
esperada quando se utiliza uma amostra de extracto
recentemente preparada e condigdes de crescimento
optimas. No entanto, o0 método pode ser aplicado com
sucesso a extractos que tenham sido armazenados em
glicerol a uma temperatura compreendida entre —68 e
-86°C.

Algumas variedades de beringelas constituem um
excelente meio de enriquecimento selectivo para o
crescimento de C. m. subsp. sepedonicus, mesmo na
auséncia de sintomas, proporcionando também um
excelente teste de patogenicidade para confirmagio da
identificacdo da bactéria.

As condi¢des de cultivo devem ser Optimas para
reduzir o risco de falsos resultados negativos.

Para os pormenores das condi¢cdes de cultivo, ver
apéndice n.° 8.

7.1 — Distribuir toda a aliquota restante do sedimen-
to ressuspenso, descrito nos n.° 3.1.6 ou 3.2.5, pelas
beringelas através de um dos métodos a seguir referi-
dos (n.°7.3 ou 7.4). Utilizar apenas plantas que se
encontrem no estado fenologico de 2-3 folhas, até a
expansdo total da terceira folha verdadeira. De forma
a assegurar a completa utilizacdo do sedimento ressus-
penso bem como uma inoculagdo eficaz, os procedi-
mentos a seguir mencionados irdo requerer a inocula-
¢do de 15-25 plantas de beringela por amostra.

7.2 — N&o regar as beringelas 1 a 2 dias antes da
inoculagfio para reduzir a sua turgescéncia.

7.3 — Inoculagdo por fenda:

7.3.1 — Segurar a planta entre dois dedos, pipetar
uma gota (cerca de 5-10ul) do sedimento ressuspenso
no caule, entre os cotilédones e a primeira folha.

7.3.2 — Utilizando um escalpelo esterilizado, fazer
uma fenda em diagonal com 1,0cm de comprimento e
com uma profundidade de cerca de 2/3 do didmetro
do caule, comecando a incisdo a partir da gota de
sedimento.

7.3.3 — Selar o corte com vaselina esterilizada apli-
cada com uma seringa.
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7.4 — Inoculagéo por injecgdo:

Inocular os caules das beringelas imediatamente
acima dos cotilédones, utilizando uma seringa com
uma agulha hipodérmica (ndo inferior a 23 G). Distri-
buir o sedimento pelas beringelas.

7.5 — Como controlos positivos, inocular 5 plantas
com uma suspensdo aquosa de 10° a 10° células por
ml de uma cultura conhecida de C. m. subsp. sepedo-
nicus e, sempre que possivel, com tecido de um tu-
bérculo naturalmente infectado (ver n.°4) através da
mesma técnica de inoculacdo (n.°7.3 ou 7.4).

7.6 — Como controlos negativos, inocular 5 plan-
tas com tampdo de ressuspensdo esterilizado, seguin-
do a mesma técnica de inoculagdo (n.°7.3 ou 7.4).

7.7 — Incubar as plantas em instalagdes de quaren-
tena durante um periodo de até 4 semanas a uma tem-
peratura compreendida entre 18 e 24°C. Incubar as
plantas com luz suficiente e uma elevada humidade
relativa (70-80 %), regando adequadamente de modo
a evitar o alagamento ou a murchiddo por falta de
agua. As células de C. m. subsp. sepedonicus ndo re-
sistem a temperaturas superiores a 30°C e a tempera-
tura 6ptima é de 21°C. Para evitar contaminagdes,
incubar as plantas de controlo positivo e as de contro-
lo negativo em bancadas claramente separadas, numa
estufa ou cAmara de crescimento ou, mesmo que exis-
tam limitagdes de espago, garantir uma separacdo ri-
gorosa entre tratamentos. Se as plantas relativas a
amostras diferentes tiverem de ser incubadas perto
umas das outras, separa-las com as divisorias adequa-
das. Tomar sempre todas as precaucdes de forma a
evitar contaminagdes cruzadas ao adubar, regar, ins-
peccionar ou ao efectuar outras manipulagdes. E es-
sencial manter as estufas ou as cdmaras de crescimen-
to isentas de praga, visto que estas podem transmitir a
bactéria entre as amostras.

7.8 — Ao fim de uma semana, examinar regularmen-
te as plantas para detectar quaisquer sintomas. Contar
o numero de plantas que apresentam sintomas. C. m.
subsp. sepedonicus causa murchiddo das folhas da
beringela, que pode comecgar sob a forma de flacidez
das margens ou entre as nervuras. O tecido murcho
pode inicialmente apresentar-se verde-escuro ou man-
chado, tornando-se em seguida mais palido antes de
ficar necrético. A murchiddo entre as nervuras apre-
senta frequentemente um aspecto hidropico. O tecido
necrosado apresenta muitas vezes margens de um
amarelo vivo. As plantas ndo morrem forgcosamente;
quanto mais longo for o periodo antes do aparecimen-
to dos sintomas, maior € a probabilidade de sobrevi-
véncia. As plantas podem sobreviver a infeccdo. As
beringelas jovens sdo muito mais susceptiveis a bai-
xos niveis populacionais de C. m. subsp. sepedonicus
do que as plantas mais velhas, pelo que € necessario
utilizar plantas no estado fenoldgico de trés folhas ou
imediatamente anterior.

A murchiddo pode também ser induzida por popu-
lagdes de outras bactérias ou fungos presentes no se-
dimento do tecido do tubérculo. Incluem-se Ralstonia
solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora
e E. carotovora subsp. atroseptica, Erwinia chrysan-
themi, Phoma exigua var. foveata, assim como eleva-
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das populagdes de bactérias saprofitas. Em particular,
Erwinia chrysanthemi pode provocar sintomas nas
folhas e murchiddo que se assemelham bastante aos
sintomas provocados por C. m. subsp. sepedonicus. A
unica diferenca € o escurecimento dos caules no caso
das infecgdes por Erwinia chrysanthemi. Outras mur-
chiddes podem distinguir-se da causada C. m. subsp.
sepedonicus porque as folhas inteiras, ou a planta in-
teira, murcham rapidamente. Pode também realizar-se
uma coloracdo de Gram: este teste diferenciara a C.
m. subsp. sepedonicus de Erwinia spp.

7.9 — Logo que se observem sintomas nas beringe-
las, devera efectuar-se o re-isolamento, utilizando-se
seccdes de tecido foliar exibindo murchiddo ou do
caule das plantas (ver n.°3.2.2, para a macera¢do do
tecido). Desinfectar a superficie das folhas e caules das
beringelas passando-os por etanol a 70 %. Efectuar um
teste IF ou PCR da seiva da beringela e isolar em
meios (selectivos) adequados (ver n.° 8). Pode também
ser realizada uma coloragdo de Gram (apéndice n.°9).
Identificar culturas puras de presumiveis isolados de
C. m. subsp. sepedonicus e confirmar a sua patogeni-
cidade (ver n.¢ 9 e 10).

7.10 — Em certas circunstancias, especialmente
quando as condi¢des de cultivo ndo sdo as Optimas, ¢é
possivel que C. m. subsp. sepedonicus esteja presente
nas beringelas embora sob a forma de infec¢do laten-
te, mesmo depois de periodos de incubagdo de até 4
semanas. Caso ndo se observem sintomas apds 4 se-
manas, efectuar o teste IF ou PCR numa amostra com-
posta de sec¢des do caule com 1 cm de cada uma das
plantas inoculadas, colhidas acima do local da inocu-
lagdo. Se os resultados do teste forem positivos, deve-
rd efectuar-se o re-isolamento em meios adequados
(selectivos), de acordo com o procedimento referido
no n.° 8. Identificar culturas puras de presumiveis iso-
lados de C. m. subsp. sepedonicuss e confirmar a sua
patogenicidade (n.°s9 e 10).

Interpretagdo do resultado do bioensaio:

Obtém-se resultados validos no bioensaio quando as
plantas do controlo positivo revelam sintomas tipicos,
¢ possivel isolar a bactéria a partir destas plantas e ndo
se observam sintomas nos controlos negativos.

O bioensaio ¢ negativo se as plantas inoculadas com
os extractos das amostras ndo estiverem infectadas por
C. m. subsp. sepedonicus e se se detectar C. m. subsp.
sepedonicus nos controlos positivos.

O bioensaio € positivo se as plantas inoculadas com
os extractos das amostras estiverem infectadas por
C. m. subsp. sepedonicus.

8 — Isolamento de C. m. subsp. sepedonicus:

Nota. — O diagndstico apenas estd completo se se
isolar C. m. subsp. sepedonicus, se esta bactéria for
subsequentemente identificada (ver n.°9) e confirma-
da a sua identificagdo por um teste de patogenicidade
(n.° 10). Embora C. m. subsp. sepedonicus seja um
organismo dificil de cultivar, pode ser isolado a partir
de tecidos sintomaticos.

No entanto, como as bactérias saprofitas podem
crescer mais rapidamente, € dificil isolar o patogéneo
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directamente a partir dos sedimentos ressuspensos dos
tecidos dos tubérculos ou plantas de batateira (n.° 3.1.6
ou n.° 3.2.5). O isolamento directo de C. m. subsp.
sepedonicus pode, contudo, ser possivel com um meio
selectivo e uma dilui¢do adequada do sedimento res-
suspenso dos hilos ou dos caules de batateiras.

Devem ser efectuados isolamentos de todos os tu-
bérculos ou segmentos de caule de batateira que apre-
sentem sintomas tipicos, bem como de beringelas ino-
culadas que, muito embora possam ndo ter manifestado
sintomas, se revelem positivas no teste IF/PCR reali-
zado sobre amostras compostas (ver n.°7.10). A ma-
ceracdo dos caules de beringela, quando necesséria,
deve ser efectuada tal como descrito no n.°3.2.2.

Como controlos positivos, preparar diluigdes deci-
mais de uma suspensdo de 10°ufc por ml de C. m.
subsp. sepedonicus (por exemplo, NCPPB 4053 ou
PD 4006). Para evitar qualquer possibilidade de conta-
minagdo, os controlos positivos devem ser preparados
totalmente a parte das amostras a testar.

A boa qualidade de cada novo lote de meio selec-
tivo para o crescimento do patogéneo deve ser testada
antes da sua utilizacdo para andlise de amostras de
rotina.

Testar o material de controlo de forma idéntica a
da(s) amostra(s).

8.1 — Diluicdo em placas com meio selectivo:

8.1.1 — A partir de uma aliquota de 100ul de uma
amostra de sedimento ressuspenso de batateira ou de
seiva de beringela, efectuar dilui¢des decimais em tam-
pdo de ressuspensdo (apéndice n.° 3).

8.1.2 — O isolamento a partir de sedimento ressus-
penso de batateira ndo diluido é frequentemente infru-
tifero em consequéncia da lentiddo do crescimento de
C. m. subsp. sepedonicus e da competicdo de organis-
mos saprofitas. Contudo, visto que as populacdes da
bactéria presentes nos tecidos infectados s@o habitual-
mente elevadas, os organismos saprofitas podem ge-
ralmente ser eliminados por diluigdo, enquanto que o
patogéneo permanece. Assim, recomenda-se o espalha-
mento de 100ul de cada uma das amostras em estudo,
dilui¢des 1/100 a 1/10000, nos meios MTNA ou NCP-
-88 (apéndice n.° 5) (caso se utilizem placas de Petri
de 90mm de diametro; para outros didmetros de pla-
ca, ajustar o volume), com recurso a varetas em |l e a
técnica de diluicdo em placa.

Nota. — Uma estratégia alternativa consiste em es-
palhar os 100ul de aliquota inicial de sedimento res-
suspenso de batateira numa primeira placa com uma
vareta em L, utilizar a mesma vareta para espalhar
numa segunda placa qualquer residuo que tenha fica-
do na vareta e, por fim, repetir este procedimento para
uma terceira placa, conseguindo-se assim um efeito de
dilui¢do em placas através da vareta.

8.1.3 — Incubar as placas, no escuro, a uma tem-
peratura compreendida entre 21 e 23°C.

8.1.4 — No decurso das observagdes iniciais das
placas, e tendo como referéncia as placas de controlo
positivo, procede-se a contagem de colonias semelhan-
tes as de C. m. subsp. sepedonicus. Estas observagoes



Didrio da Republica, 1.* série — N.° 122 — 27 de Junho de 2007

efectuam-se ao fim de 3 dias, realizando-se novas con-
tagens apos 5, 7 e, eventualmente, 10 dias.
8.2 — Purificagdo de colonias suspeitas:

Nota. — A subcultura de colonias semelhantes a
C. m. subsp. sepedonicus deve ser efectuada em meio
YGM para posterior inoculagdo em beringelas e/ou
subsequente identificacdo; este processo deve realizar-
-se antes que o crescimento bacteriano seja demasia-
do, ou seja, ao fim de 3-5 dias.

8.2.1 — Fazer um reticulado a partir das coldnias
com uma morfologia semelhante a de C. m. subsp.
sepedonicus num dos seguintes meios (as suas com-
posicdes sdo apresentadas no apéndice n.° 5):

Agar nutritivo com dextrose (s6 para utilizagdo em
subcultura);

Agar com peptona, levedura e glucose;

Agar com extracto de levedura e sais minerais.

Incubar a uma temperatura compreendida entre 21
e 24°C durante, no maximo, 10 dias.

C. m. subsp. sepedonicus cresce lentamente e, apds
10 dias de incubagdo, produz normalmente colonias
pontiformes, cremes e convexas (ver imagens de co-
l6nias tipicas de C. m. subsp. sepedonicus no sitio web
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

8.2.2 — Voltar a fazer um reticulado para confirmar
a pureza do isolado.

As taxas de crescimento melhoram com uma sub-
cultura. As coldnias tipicas sdo creme-esbranquigcadas
ou cor de marfim, ocasionalmente amarelas, arredon-
dadas, lisas, convexas, com um aspecto mucoide-flui-
do, com margens inteiras e, normalmente, com 1 a
3mm de didmetro.

Uma simples coloragdo de Gram (apéndice n.°9)
pode ajudar a seleccionar as colonias a submeter a
outros testes.

8.2.3 — Identificar culturas de presumiveis isolados
C. m. subsp. sepedonicus (ver n.°9) e efectuar um teste
de patogenicidade (ver n.° 10).

9 — Identificagéo:

Identificar culturas puras de presumiveis isolados de
C. m. subsp. sepedonicus, utilizando, pelo menos, dois
dos seguintes testes baseados em principios biologicos
diferentes.

Incluir estirpes de referéncia conhecidas, sempre que
adequado, para cada teste realizado.

9.1.— Testes nutricionais e enzimdticos de identifi-
cacdo:

Determinar as seguintes caracteristicas fenotipicas
que estdo universalmente presentes ou ausentes em C.
m. subsp. sepedonicus, de acordo com os métodos
descritos por Anonimo (1987), Klement et al. (1990),
Lelliott e Stead (1987) e Schaad (2001).

Todos os meios devem ser incubados a 21°C e exa-
minados ao fim de seis dias. Se ndo houver crescimen-
to, incubar, no maximo, 20 dias.

Todos os testes devem incluir um controlo com uma
estirpe conhecida de C. m. subsp. sepedonicus. Todos
os testes nutricionais e fisiologicos tém de ser feitos
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utilizando in6culos a partir de subculturas em agar
nutritivo. As comparagdes morfologicas devem ser fei-
tas em culturas em agar nutritivo com dextrose.

Testes Resultado esperado

Inerte ou fracamente
oxidativa

Teste de oxidagdo/fermentagdo (O/F)
Produc@o de oxidase -
Crescimento a 37°C -
Produgdo de urease -
Hidrolise da esculina +
Hidrdlise do amido —ou fraca
Tolerancia a NaCl a 7% -
Produg@o de indole -
Produc@o de catalase +
Produg@o de H,S —
Utilizagdo de citrato -
Liquefac¢do da gelatina -
Produc@o de acido a partir de glicerol -
Produc@o de acido a partir de lactose
Produc@o de acido a partir de ramnose -
Produc@o de acido a partir de salicina -

Coloragdo de Gram (apéndice n.° 9) +

9.2 — Teste IF:

a) Preparar uma suspensdo com cerca de 10° célu-
las por ml em tampéo IF (apéndice n.° 3);

b) Preparar uma série de diluigdes a 1/2 de um anti-
-soro adequado;

¢) Aplicar o procedimento de IF (n.°4);

d) Um resultado positivo no teste IF é alcancado se
o titulo IF da cultura for equivalente ao do controlo
positivo.

9.3 — Teste PCR:

a) Preparar uma suspensdo com cerca de 10° célu-
las por ml em &agua ultra pura (UPW);

b) Aquecer 100ul da suspensdo de células em tu-
bos fechados num bloco de aquecimento ou em ba-
nho-maria a 100°C durante 4 minutos. Se necessario,
a adigdo de hidroxido de sdédio recentemente prepara-
do com uma concentragdo final de 0,05M pode auxi-
liar a lise das células. As amostras podem, entdo, ser
armazenadas a uma temperatura compreendida entre
—16 e —24°C até serem necessarias;

¢) Aplicar os procedimentos da PCR adequados para
assim se obterem os fragmentos amplificados especi-
ficos de C. m. subsp. sepedonicus (por exemplo, Pas-
trick, 2000, ver apéndice n.° 6 ou ainda Li e de Boer,
1995; Mills et al., 1997; Pastrik e Rainey, 1999; Scha-
ad et al., 1999);

d) E alcangada uma identificagdo positiva de C. m.
subsp. sepedonicus se os fragmentos amplificados pela
PCR tiverem o mesmo tamanho e padriio de restri¢do
que a estirpe de controlo positivo.
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9.4 — Teste FISH:

a) Preparar uma suspensio com cerca de 10° célu-
las por ml em UPW;

b) Aplicar o procedimento FISH (n.°5);

¢) Um resultado positivo no teste FISH ¢é alcanca-
do se isolado em estudo apresentar as mesmas reac-
¢des do controlo positivo.

9.5 — Perfis de acidos gordos (FAP):

a) Incubar o isolado em agar de soja e tripticase
(Oxo0id) durante 72 horas a 21 C (+/~1°C);

b) Utilizar um procedimento FAP adequado (Janse,
1991; Stead, 1992);

¢) Um resultado positivo no teste FAP ¢ alcancado
se o perfil do isolado em estudo for idéntico ao do
controlo positivo. A presenca de acidos gordos carac-
teristicos 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0
Iso, 16:0 e 17:0 Anteiso ¢ altamente indicativa de
C. m. subsp. sepedonicus. Outros géneros como Cur-
tobacterium, Arthrobacter € Micrococcus também tém
alguns destes acidos mas o 15:1 Anteiso A ¢ um &ci-
do raro nestas bactérias que ocorre, no entanto, em
Clavibacter spp. com um valor entre 1 e 5 %. Para
C. m. subsp. sepedonicus o valor é, normalmente, de
cerca de 5 %.

9.6 — BOX-PCR:

a) Preparar uma suspensio com cerca de 10° célu-
las por ml em UPW;

b) Aplicar o teste de acordo com o procedimento
descrito por Smith et al., (2001).

10 — Teste de confirmagdo:
O teste de patogenicidade tem de ser efectuado
como confirmagdo final do diagnostico de C. m.
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subsp. sepedonicus e para avaliar a viruléncia dos
isolados identificados como C. m. subsp. sepedoni-
cus:

10.1 — Preparar um indculo de aproximadamente
106 células por ml de culturas com 3 dias do isolado
em estudo e de uma estirpe de C. m. subsp. sepedoni-
cus adequada para controlo positivo.

10.2 — Inocular 5-10 caules de beringelas proveni-
entes de plantulas no estado fenoldgico de 3 folhas
verdadeiras (n.°¢ 7.3 ou 7.4).

10.3 — Incubar a uma temperatura compreendida
entre 18 e 24°C com luz suficiente e uma humidade
relativa elevada, regando adequadamente para evitar o
alagamento ou a seca (n.°7.7). Com culturas puras
deve observar-se a murchiddo tipica no periodo de 2
semanas, mas as plantas que ndo apresentem sintomas
(ver n.°7.8) ao fim desse periodo, devem ser incuba-
das até a 3.* semana, a uma temperatura que favoreca
o crescimento da beringela, mas ndo devendo exceder
os 25°C (apéndice n.° 8). Se ao fim de 3 semanas ndo
se observarem quaisquer sintomas, ndo se pode con-
firmar que o isolado seja uma forma patogénica de
C. m. subsp. sepedonicus.

10.4 — Efectuar um isolamento a partir das plantas
com sintomas, retirando-lhes uma n.° de 2cm de caule
acima do ponto de inoculagcdo. Fragmentéa-las e
suspendé-las num pequeno volume de agua destilada
esterilizada ou de tampdo fosfato S0mM (apéndice
n.° 3). Isolar a partir de dilui¢des apropriadas da sus-
pensdo por espalhamento ou reticulado em MTNA e
YPGA (apéndice n.° 5), incubar durante 3-5 dias a uma
temperatura compreendida entre 21 e 23°C e observar
a formacdo de colonias tipicas de C. m. subsp. sepe-
donicus.

APENDICE N° |

Laboratorio (') Localizagdo Pais
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Viena e 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 - Unité de Bactériologie Angers Franca
Laboratoire National de la Protection des Végétaux - Station de Quarantaine de la Le Rheu Franga
Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Alemanha
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Alemanha
State Laboratory Dublin Irlanda
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Paises Baixos
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Centre Aas Noruega
Direc¢@o-Geral de Protec¢do das Culturas (DGPC) Lisboa Portugal
Nacionalni Institut za Biologijo Liubliana Eslovénia
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Espanha

(") Cientistas de contacto: ver sitio web http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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APENDICE N.° 2

Preparagao de controlos positivos e negativos
para os testes essenciais de rastreio PCR/IF e FISH

Preparar uma suspensdo a partir do crescimento em
meio basal MTNA de uma cultura com 72 horas de
uma estirpe virulenta de C. m. subsp. sepedonicus
(NCPPB 4053 ou PD 406), em tampao fosfato 10mM,
por forma a obter uma concentracdo de, aproximada-
mente, 1 a 2 x 108ufc por ml. Esta é obtida, normal-
mente, com uma suspensdo ligeiramente turva, equi-
valente a uma densidade dptica de 0,20 a 600nm.

Remover os cones dos hilos de 200 tubérculos co-
lhidos de uma variedade de epiderme branca isenta de
C. m. subsp. sepedonicus.

Processar os hilos como habitualmente e ressuspen-
der o sedimento em 10ml.

Preparar 10 microtubos esterilizados de 1,5 ml com
900ul de sedimento ressuspenso.

Transferir 100ul da suspensdo de C. m. subsp. se-
pedonicus para o primeiro microtubo. Agitar em vor-
tex.

Utilizar os cinco microtubos seguintes para efectuar
uma série de cinco dilui¢des decimais.

Os seis microtubos assim contaminados sdo utiliza-
dos como controlos positivos. Os quatro microtubos
ndo contaminados sdo utilizados como controlos ne-
gativos. Rotular os microtubos em conformidade.

Preparar aliquotas de 100ul em microtubos esterili-
zados de 1,5ml, obtendo assim nove réplicas de cada
amostra de controlo. Armazenar a uma temperatura
compreendida entre —16 e —24°C até a sua utilizacdo.

A presenga e a quantificagdo de C. m. subsp. sepe-
donicus nas amostras de controlo devem ser primeiro
confirmadas por IF.

Para o teste PCR, efectuar a extraccdo de ADN das
amostras de controlo positivo e negativo para cada
série de amostras a testar.

Para os testes IF e FISH efectuar ensaios nas amos-
tras de controlo positivas e negativas para cada série
de amostras a testar.

Para os testes IF, FISH e PCR, devem detectar-se
C. m. subsp. sepedonicus, pelo menos, nas amostras
de controlo positivo com 10% e 10* células por ml e
esta bactéria ndo deve ser detectada em nenhum con-
trolo negativo.

APENDICE N.° 3

Tampodes para a realizacdo dos testes

Geral:

Os tampdes esterilizados ndo abertos podem ser
armazenados durante 1 ano.

I — Tampdes para extracgdo:

1.1 — Tampdo de extrac¢do (tampdo fosfato SO0mM,
pH 7,0):

Este tampdo ¢é utilizado para a extrac¢do da bacté-
ria dos tecidos vegetais por homogeneizacdo ou agita-
cdo.

Na,HPO, (anidro) — 4,26g
KH,PO, — 2,72¢
Agua destilada— 1,00 1
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Dissolver os ingredientes, verificar o pH e esterili-
zar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Os seguintes componentes adicionais podem também
ser uteis:

Quantidade (por

Finalidade I
Flocos de Lubrol Aantifloculante (*) 0,5g
Antiespuma DC silicone | Antiespumante (*) 1,0ml
Pirofosfato tetrassodico Antioxidante 1,0g
Polivinilpirrolidona- Complexante de 50g

40000 (PVP-40) inibidores da PCR

(*) Para utilizagdo com o método de extracgdo por homogeneizagdo.

1.2 — Tampdo de ressuspensdo (tampdo fosfato
10mM, pH 7,2):

Este tampdo ¢ utilizado para a ressuspensdo e di-
luicdo dos extractos dos cones dos hilos dos tubércu-
los de batateira, apds a sua concentragdo por centrifu-
gacdo.

Na,HPO,.12H,0 — 2,7g
NaH,PO,.2H,0 — 0,4g
Agua destilada— 1,00 1

Dissolver os ingredientes, verificar o pH e esterili-
zar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

2 — Tampdes para o teste IF:

2.1 — Tampédo IF (tampdo fosfato salino (PBS)
10mM, pH 7,2):

Este tampao ¢ utilizado para a dilui¢do dos anticor-
pos e segundo passo da lavagem das laminas.

Na,HPO,.12H?0 — 2,7¢g
NaH,PO,.2H,0 — 0,4g
NaCl — 8,0g

Agua destilada — 1,0 1

Dissolver os ingredientes, verificar o pH e esterili-
zar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

2.2 — Tampdo IF-Tween:

Este tampdo ¢ utilizado no primeiro passo da lava-
gem das laminas.

Adicionar 0,1% de Tween 20 ao tampéo IF.

2.3 — Tampdo fosfato com glicerol, pH 7,6:

Este tampdo € utilizado como fluido de montagem
nos pocos das laminas de IF para aumentar a fluores-
céncia.

Na,HPO,.12H,0 — 3,2¢g
NaH,PO,.2H,0 — 0,15g
Glicerol — 50ml

Agua destilada — 100 ml

Estdo comercialmente disponiveis solu¢des de mon-
tagem para evitar a rapida perda de fluorescéncia como
sejam, por exemplo, Vectashield® (Vector Laborato-
ries) ou Citifluor® (Leica).
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APENDICE N.° 4

Determinagdo do nivel de contaminagao
nos testes IF e FISH

1 — Determinar o nimero médio de células fluores-
centes tipicas por campo de observagdo (c).

2 — Calcular o nimero de células fluorescentes ti-
picas por po¢o de ldmina de microscépio (C):

C=cxS/s
Em que:
S = éarea da superficie de cada pogo da lamina de
pogos multiplos, e
s = éarea da superficie do campo da objectiva

s = mi2/4G2K2

Em que:

i = coeficiente de campo (varia entre 8 e 24, de-
pendendo do tipo de ocular)

K = coeficiente do tubo (1 ou 1,25)

G = ampliagdo da objectiva (100x, 40x, etc.)

3 — Calcular o nimero de células fluorescentes ti-
picas por ml de sedimento ressuspenso (N).

N =Cx 1000/y x F

Em que:
y = volume de sedimento ressuspenso em cada pogo,

F = factor de diluicdo do sedimento ressuspenso

APENDICE N.° 5

Meios de isolamento e cultura de C. m. subsp.
sepedonicus

a) Meios gerais de crescimento:
Agar nutritivo (NA)

Agar nutritivo (Difco) — 23,0g
Agua destilada— 1,0 1

Dissolver os ingredientes e esterilizar em autoclave
a 121°C durante 15 minutos.

Agar nutritivo com dextrose (NDA)

Bacto-Agar nutritivo da Difco com 1% de
D(+)glucose mono-hidratada. Esterilizar em autoclave
a 115°C durante 20 minutos

Agar com extracto de levedura, peptona e glucose
(YPGA)

Extracto de levedura (Difco)— 5,0 g
Bacto-Peptona (Difco) — 5,0g
D(+)glucose mono-hidratada — 10,0g
Bacto-Agar (Difco) — 15,0g

Agua destilada — 1,0 1

Dissolver os ingredientes e esterilizar em autoclave
a 121°C durante 15 minutos.
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Extracto de levedura e sais minerais (YGM)

Bacto extracto de levedura (Difco) — 2,0g
D(+)glucose mono-hidratada — 2,5g
K,HPO, — 0,25¢g

KH,PO, — 0,25¢g

MgS0O,.7H,0 — 0,1 g

MnSO,.H,0 —0,015¢g

NaCl — 0,05¢g

FeSO,.7H,0 — 0,005¢g

Bacto-Agar (Difco) — 18,0g

Agua destilada — 1,0 1

Dissolver os ingredientes e esterilizar volumes de
meio litro em autoclave a 115°C durante 20 minutos.

b) Meios de crescimento selectivo validados:
Meio MTNA

Excepto quando assinalado em contrario, todos os
componentes do meio sdo da BDH

Extracto de levedura (Difco) — 2,0g

Manitol — 2,5g

K,HPO, — 0,25¢g

KH,PO, —0,25¢g

NaCl—0,05¢g

MgSO,.7TH,0 — 0,1g

MnSO,.H,0 —0,015¢g

FeSO,.7H,0 — 0,005¢g

Agar (Oxoid n.° 1) — 16,0g

Agua destilada — 1,0 1

Dissolver os ingredientes e ajustar o pH a 7,2. Apds
autoclavagem (a 121°C durante 15 minutos) e arrefe-
cimento a 50°C, adicionar os antibidticos: trimetopri-
ma 0,06g, 4cido nalidixico 0,002g e anfotericina
B 0,01g.

Solugdes concentradas de antibidtico: trimetoprima
(Sigma) e acido nalidixico (Sigma) (ambos a 5mg/ml),
em metanol a 96% e anfotericina B (Sigma) (1mg/ml)
em dimetilsulfoxido. As solugdes concentradas sdo
esterilizadas por filtragdo.

Nota. — A durabilidade do meio basal ¢ de 3 me-
ses. Apds a adicdo dos antibidticos, a durabilidade ¢
de 1 més quando armazenado refrigerado.

Meio NCP-88

Agar nutritivo (Difco) — 23,0g
Extracto de levedura (Difco) — 2,0g
D-manitol — 5,0 g

K,HPO, — 2,0g

KH,PO, —0,5¢g

MgSO,.7H,0 — 0,25¢g

Dissolver os ingredientes e ajustar o pH a 7,2. Apds
autoclavagem e arrefecimento a 50°C, adicionar os
seguintes antibidticos: sulfato de polimixina B (Sigma)
0,003g, 4cido nalidixico (Sigma) 0,008g e ciclohexi-
mida (Sigma) 0,2g.

Dissolver os antibioticos em solugdes concentradas
da seguinte forma: 4cido nalidixico em NaOH 0,01M,
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cicloheximida em etanol a 50 % e sulfato de polimi-
xina B em 4gua destilada. As solugdes concentradas
sdo esterilizadas por filtracdo.

Nota. — A durabilidade do meio basal ¢ de 3 me-
ses. Apds a adi¢do dos antibioticos, a durabilidade ¢é
de 1 més quando armazenado refrigerado.

APENDICE N.° 6

Protocolo e reagentes da PCR validados

Nota. — O teste preliminar deve permitir a detec-
¢do reprodutivel de, pelo menos, 103 a 10* células de
C. m. subsp. sepedonicus por ml de amostra de ex-
tractos.

O teste preliminar ndo deve ainda revelar nenhum
resultado falso positivo com um painel de estirpes
bacterianas seleccionadas.

1 — Protocolo PCR Multiplex com controlo inter-
no da PCR (Pastrik, 2000):
1.1 — Iniciadores:

Iniciador directo PSA-1 —5°- ctc ctt gtg ggg tgg
gaa aa -3’

Iniciador inverso PSA-R — 5°- tac tga gat gtt tca
ctt ccc ¢ -3’

Iniciador directo NS-7-F — 5°- gag gca ata aca ggt
ctg tga tge -3°

Iniciador inverso NS-8-R — 5°- tcc gca ggt tca cct
acg ga -3’

Tamanho esperado do fragmento amplificado do
ADN-alvo de C. m. subsp. sepedonicus = 502bp (con-
junto iniciador PSA).

Tamanho esperado do fragmento amplificado do
controlo interno da PCR de 18S rRNA = 377bp (con-
junto iniciador NS).

1.2 —Mistura de reac¢do da PCR:

Reagentes Volume~ por Concentragdo
reacgio final

UPW esterilizada 15,725 ul
Tampio E’CR (") 10x (MgCl, 25l 1x (MgCl,
15mM) (%) ’ 1,5mM)
BSA (fracgdo V) (10%) 0,25 pl 0,1 %
Mistura d-NTP (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Iniciador PSA-1 (10 pM) 0,5 ul 0,2 uM
Iniciador PSA-R (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Iniciador NS-7-F (10 pM) (%) 0,1 pl 0,04 uM
Iniciador NS-8-R (10 uM) (%) 0,1 pl 0,04 uM
Taq polimerase (5U/pl) (') 0,2 ul 1,0U
Volume da amostra 0,5 pl
Volume total: 25,0 ul

(') Os métodos foram validados utilizando Tag polimerase da Perkin Elmer
(AmpliTaq ou Gold) e Gibco BRL.

() A concentragdo de iniciadores NS-7-F e NS-8-R foi optimizada para a
extracgdo da bactéria a partir dos cones dos hilos dos tubérculos de batateira,
utilizando o método de homogeneiza¢do bem como o de purificagdo do ADN de
acordo com Pastrik (2000) (ver alinea a) do n.° 6.1 e o n.° 6.2). Sera necessaria a
re-optimizagdo das concentragdes do reagente se se utilizar a extrac¢do por
agitacdo ou outros métodos de isolamento do ADN.
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1.3 — Condi¢des de reac¢do da PCR:
Correr o seguinte programa:

1 ciclo de:

i) 3 minutos a uma temperatura de 95°C (desnatu-
racdo do ADN- alvo).

10 ciclos de:

ii) 1 minuto a uma temperatura de 95°C (desnatu-
ragdo do ADN-alvo);

iii) 1 minuto a uma temperatura de 64°C (empare-
lhamento dos iniciadores);

iv) 1 minuto a uma temperatura de 72°C (extensdo
da copia).

25 ciclos de:

v) 30 segundos a uma temperatura de 95°C (desna-
turagdo do ADN-alvo);

vi) 30 segundos a uma temperatura de 62°C (empa-
relhamento dos iniciadores);

vii) 1 minuto a uma temperatura de 72°C (extensdo
da copia);

1 ciclo de:

viii) 5 minutos a uma temperatura de 72°C (exten-
sdo final);
ix) Manter a uma temperatura de 4°C.

Nota. — Este programa estd optimizado para utili-
zagdo com um termociclador MJ Research PTC 200.
Para a utilizagdo com outros modelos pode ser neces-
saria a alteragdo da duragdo das fases dos ciclos ii),
iii), iv), v), vi) e vii).

1.4 — Analise de restricdo enzimatica do fragmen-
to amplificado:

Os produtos da PCR amplificados a partir de ADN
de C. m. subsp. sepedonicus produzem um polimor-
fismo do comprimento do fragmento de restri¢do ca-
racteristico com a enzima Bg!/ Il apds incubacgdo a uma
temperatura de 37 C durante 30 minutos. Os fragmen-
tos de restri¢do obtidos de um fragmento especifico de
C. m. subsp. sepedonicus possuem tamanhos de 282bp
e 220bp.

2 — Preparagdo do tampdo de carregamento:

2.1 — Azul de bromofenol (solugdo concentrada a
10 %):

Azul de bromofenol —5 g
Agua destilada (bidest) — 50 ml

2.2 — Tampéo de carregamento:

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

3 — Tampdo de tris acetato EDTA (TAE) 10X,
pH 8.0:

Tampdo tris — 48,4 g

Acido acético glacial — 11,42 ml
EDTA (sal dissédico)—3,72 g
Agua destilada — 1,00 1
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Diluir até 1x antes de utilizar.
Também disponivel comercialmente (por exemplo,
Invitrogen ou equivalente).

APENDICE N.° 7

Reagentes validados para o teste FISH
1 — Sondas:

Sonda especifica para C. m. subsp. sepedonicus CMS-
-CY3-01 — 5°- ttg cgg ggc gca cat ctc tge acg -3’

Sonda para eubactérias ndo especifica EUB-338-
-FITC — 5’- gct gee teec cgt agg agt -3°

2 — Solugdo fixadora:

Nota. — Atencgdo! O fixador contém paraformaldei-
do, um produto téxico. Utilizar luvas e ndo inalar. E
aconselhavel trabalhar em «hotte».

i) Aquecer 9 ml de agua de grau molecular [por
exemplo, dgua ultra pura (UPW)] a cerca de 60°C e
adicionar 0,4g de paraformaldeido. O paraformaldei-
do dissolve-se apds a adigcdo de 5 gotas de NaOH 1IN
e a agitacdo num agitador magnético;

ii) Ajustar o pH a 7,0 mediante adicdo de 1ml de
tampdo fosfato 0,1M (PB; pH 7,0) e 5 gotas de
HCI IN. Verificar o pH com papel indicador e ajus-
tar, se necessario, com HCI ou NaOH.

Nota. — Atengdo! Néo utilizar um medidor de pH
em solugdes contendo paraformaldeido.

iii) Filtrar a solucdo através de um filtro de mem-
brana de 0,22um e manter ao abrigo da poeira a 4°C
até a sua utilizag3o.

iv) Nota:

Solu¢do fixadora alternativa: etanol a 96%.

3 — «Hybmix» 3X:

NaCl — 2,7M

Tris-HCl — 60mM (pH 7,4)

EDTA esterilizado por filtragdo e autoclavado —
15mM

Diluir até 1x, conforme necessario.

4 — Solugdo de hibridagdo:
«Hybmix» 1X:

Dodecilsulfato de sédio (SDS) — 0,01 %
Sonda EUB 338 — 5 ng/ul
Sonda CMSCY301 — 5 ng/ul

Preparar quantidades de solugdo de hibridagdo, de
acordo com os célculos apresentados seguidamente.
Para cada lamina (contendo 2 amostras diferentes em
duplicado) sdo necessarios 90ul de solugdo de hibri-
dacdo.
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Quantidades sugeridas para a preparagao da solugao
de hibridagao

2 laminas 8 laminas
UPW esterilizada 50,1 200,4
«Hybmix» 3X 30,0 120,0
SDS 1% 0,9 3,6
Sonda EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Sonda CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Volume total (pl) 90,0 360,0

Nota. — Armazenar todas as solugdes contendo son-
das fotossensiveis, no escuro, a uma temperatura de
—20°C. Proteger da exposi¢do directa a luz solar ou
eléctrica durante a utilizaggo.

5 — Tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0:

Na,HPO, — 8,52 g
KH,PO, — 5,44 ¢
Agua destilada— 1,00 1

Dissolver os ingredientes, verificar o pH e esterili-
zar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

APENDICE N.° 8

Condigoes de cultivo de beringela

Semear beringelas (Solanum melongena) em tabu-
leiros com substrato pasteurizado apropriado. O trans-
plante das plantulas faz-se quando os cotilédones es-
tdo completamente expandidos (10 a 14 dias) para
vasos com substrato para cultura igualmente pasteuri-
zado.

As beringelas devem ser cultivadas em estufa, nas
seguintes condigdes ambientais:

Fotoperiodo 14 horas ou duragdo do dia
natural se esta for superior;
Temperatura diurna 21 a 24°C;
nocturna 15°C.
Variedades de «Black Beauty»;
beringela susceptiveis: «Long Tomy;
«Rimay;
«Balsasy.

Fornecedor: ver sitio web http://forum.europa.eu.int/
Public/irc/sanco/Home/main.

APENDICE N.° 9

Coloragdao de Gram (modificagdo de Hucker)
(Doetsch, 1981) (*)

Solugdo de violeta de cristal:

Dissolver 2 g de violeta de cristal em 20 ml de eta-
nol a 95 %.



Didrio da Republica, 1.* série — N.° 122 — 27 de Junho de 2007

Dissolver 0,8 g de oxalato de aménio em 80 ml de
agua destilada.

Misturar as duas solugdes.

Solugdo de Lugol:

lodo—1 g
lodeto de potassio —2 g
Agua destilada — 300 ml

Triturar num almofariz o iodo e o iodeto de potés-
sio. Adicionar & 4gua e agitar num recipiente fechado
até dissolucéo.

Solucdo de safranina para contraste:
Solugdo concentrada:

Safranina O —2,5 g
Etanol a 95 % — 100 ml

Misturar e guardar.
Diluir 1:10 para obter uma solugdo de trabalho.

Procedimento de coloragéo:

1) Preparar esfregacos em ldminas de vidro, seca-
-los ao ar e fixa-los pelo calor;

2) Cobrir a lamina com solugdo de violeta de cris-
tal durante um minuto;

3) Lavar rapidamente com agua corrente;

4) Cobrir com solugdo de Lugol durante um minuto;

5) Lavar com agua corrente e secar com papel ab-
sorvente;

6) Descorar com etanol a 95 % em gotas até que
estas fiquem incolores, ou mergulhar em etanol com
agitagdo suave durante 30 segundos;

7) Lavar em agua corrente e secar com papel ab-
sorvente;

8) Cobrir com solu¢do de safranina durante 10 se-
gundos;

9) Lavar com agua corrente e secar com papel ab-
sorvente.

Nota. — As bactérias Gram-positivas coram de azul-
-violeta e as Gram-negativas de vermelho-rosado.

(*) Podem também ser utilizados soluc¢des e kits de coloragdo
disponiveis no mercado.
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ANEXO I

Ocorréncia suspeita e confirmagdo da presenga
do organismo prejudicial

1 — Para cada ocorréncia suspeita relativamente a
qual tenha sido identificado um resultado positivo no
ou nos testes de rastreio, de acordo com os métodos
estabelecidos no anexo 1, e na pendéncia da confirma-
¢do ou refutacdo da presen¢a do organismo prejudi-
cial, através do método referido, deve-se proceder a
retengdo e conservacdo adequada, até a conclusdo das
analises dos métodos referidos, de:

1.1 — Todos os tubérculos e, sempre que possivel,
todas as plantas sujeitos a amostragem;

1.2 — Qualquer extracto restante e outro material
preparado para o ou os testes de rastreio, por exem-
plo, laminas de imunofluorescéncia; e

1.3 — Toda a documentagio relevante.

Nota. — A retencdo dos tubérculos permite a reali-
zagdo, sempre que necessaria, do teste da variedade.

2 — Em caso de confirmacdo da presenca do orga-
nismo prejudicial, deve-se proceder a retencdo e a
conservagdo adequada, durante pelo menos um més
apdés a comunicagdo referida no n.°2 do artigo 6.°:

2.1 — Do material referido no n.° 1;

2.2 — De uma amostra conservada de material de
beringela infectado, inoculado com o extracto do tu-
bérculo ou da planta; e

2.3 — De uma cultura isolada do referido orga-
nismo.
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ANEXO III

Determinagado da extensdao da contaminagdo provavel
e da possivel dispersdao do organismo prejudicial

1 — Os elementos a considerar na determinagdo da
extensdo da contaminacdo provavel, nos termos da
alinea d) do n.° 1 do artigo 6.°, incluem:

1.1 — Tubérculos ou plantas cultivadas no local de
producdo declarado contaminado, nos termos da ali-
nea b) do n.°1 do artigo 6.°;

1.2 — Local ou locais de produgfo com alguma
relagdo de produgdo com os tubérculos ou plantas
declarados contaminados nos termos da alinea b) do
n.° 1 do artigo 6.°, incluindo aqueles que partilham
equipamento e instalacdes de producdo directamente ou
através de um contratante comum;

1.3 — Tubérculos ou plantas produzidos no local ou
locais de produgdo referidos no nimero anterior ou
presentes nesse local de producdo durante o periodo
em que os tubérculos ou plantas declarados contami-
nados, nos termos da alinea ) do n.° 1 do artigo 6.°,
se encontravam no local de produgdo referido no
n.°1.1;

1.4 — Instalagdes que manuseiem batatas proveni-
entes dos locais de producgdo referidos nos numeros
anteriores;

1.5 — Quaisquer maquinas, veiculos, recipientes,
armazéns ou respectivas partes e quaisquer outros ob-
jectos, incluindo material de embalagem, que possam
ter estado em contacto com os tubérculos ou com as
batateiras declarados contaminados ao abrigo da ali-
nea b) do n.°1 do artigo 6.°;

1.6 — Todos os tubérculos ou plantas armazenados
em, ou em contacto com, quaisquer estruturas ou ob-
jectos constantes do numero anterior, antes da limpe-
za e desinfeccdo dessas estruturas ou objectos;

1.7 — Na sequéncia dos testes realizados nos ter-
mos da alinea ¢) do n.° 1 do artigo 6.°, os tubérculos
ou as batateiras com uma relacdo clonal colateral ou
ascendente com os tubérculos ou as plantas declara-
dos contaminados, nos termos da da alinea 5) do n.° 1
do artigo 6.°, e para os quais, embora tenham apre-
sentado resultados negativos quanto a presenca do
organismo prejudicial, pareca existir a probabilidade de
contaminagdo por via clonal, sendo que o teste de
variedade pode ser efectuado no sentido de verificar a
identidade dos tubérculos ou das batateiras contami-
nados e com uma relagdo clonal;

1.8 — Local ou locais de produg@o de tubérculos e
batateiras referidos no numero anterior.

2 — Os elementos a considerar na determinacdo da
possivel dispersdo, nos termos da alinea ¢) do n.° 1 do
artigo 6.°, incluem:

2.1 — A proximidade de outros locais de producdo
de batatas ou de outras plantas hospedeiras;

2.2 — A producdo e utilizagdo comuns de lotes de
batata de semente.
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— unicaci u . i-

3 — A comunicacdo a que se refere n.°2 do arti
. S ui :

0 6.°, contém os seguintes dados

3.1 — Imediatamente apds a presenga do organismo
prejudicial ter sido confirmada por testes laboratoriais,
com recurso aos métodos estabelecidos no anexo I,
pelo menos:

3.1.1 — O nome da variedade do lote de batatas;
3.1.2— O tipo (de consumo, de semente, etc.) e,
sempre que aplicavel, a categoria da batata-semente.

3.2 — Sempre que se verificar um risco de conta-
minacdo de batatas provenientes ou com destino a
qualquer outro Estado membro, a DGPC, apos a con-
firmacdo da ocorréncia, comunica imediatamente os
organismos responsaveis dos Estados membros em
questdo, bem como a Comissdo Europeia, com a in-
formag@o necessdria, tal como:

3.2.1— O nome da variedade do lote de batatas;

3.2.2—0 nome e o endereco do expedidor e do
destinatario;

3.2.3 — A data da entrega do lote de batatas;

3.2.4 — A dimensio do lote de batatas entregue;

3.2.5— Uma copia do passaporte fitossanitario ou,
pelo menos, o numero do passaporte fitossanitario,
quando apropriado, ou sempre que adequado, o numero
de registo do produtor ou comerciante e uma cépia da
nota de entrega.

3.3 — Para cada caso e ap6s a conclusdo de todas
as investigacdes:

3.3.1 — A data de confirmagio da contaminagio;

3.3.2 — Uma descri¢do sucinta da investigacdo efec-
tuada para identificar a fonte e a possivel dispersdo
da contaminagdo, incluindo o nivel de amostragem
efectuado;

3.3.3 — Informacgdo sobre as fontes de contamina-
cdo identificadas ou presumidas;

3.3.4 — Pormenores sobre a dimensdo da contami-
nagdo declarada, incluindo o numero de locais de pro-
dugdo e de lotes com uma indicagdo da variedade e,
caso se trate de batatas para semente, da categoria;

3.3.5 — Pormenores relativos a demarcacdo da zona,
incluindo o nimero de locais de producdo, ndo decla-
rados como contaminados mas incluidos na zona;

3.3.6 — Quaisquer outras informagdes relacionadas
com o ou os surtos confirmados que a Comissdo Eu-
ropeia venha a solicitar.

ANEXO IV

Aplicagdo de medidas de protecgao fitossanitaria
sob controlo oficial

1 — As medidas sob controlo oficial a que se refe-
re o n.°1 do artigo 7.°, consistem:

1.1 — Na utilizagdo para a alimentagdo animal apés
tratamento térmico que garanta a impossibilidade de
sobrevivéncia do organismo prejudicial; ou

1.2 — Na elimina¢do num local adequado e oficial-
mente aprovado em que ndo existam riscos identifica-
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veis de fuga do patogéneo para o ambiente, por exem-
plo, através de escorréncia para terras agricolas; ou

1.3 — Na incineragio; ou

1.4 — Na transformacédo industrial através de entre-
ga directa e imediata a uma unidade de transformacéo
com instala¢des de eliminacdo de residuos oficialmen-
te aprovadas, relativamente aos quais se tenha conclu-
ido pela ndo existéncia de qualquer risco identificavel
de propagacdo do organismo prejudicial, e com um
sistema de limpeza e desinfec¢fo, pelo menos, dos
veiculos de transporte que saem da referida unidade;
ou

1.5 — Noutras medidas, desde que se tenha conclu-
ido que ndo existe qualquer risco identificavel de pro-
pagacdo do organismo, sendo essas medidas, bem
como a respectiva justificacdo, comunicadas a Comis-
sdo Europeia e aos restantes Estados membros.

1.6 — Em que qualquer residuo restante associado
e com origem nos procedimentos mencionados nos
nimeros anteriores sdo eliminados através de métodos
aprovados oficialmente, em conformidade com o dis-
posto no anexo v.

2 — A utilizagfo ou elimina¢do adequada dos tubér-
culos ou das batateiras considerados como provavel-
mente contaminados, ao abrigo da alinea d) do n.° 1
do artigo 6.°, e a que se refere o n.°2 do artigo 7.°,
sob controlo dos servigcos de inspeccdo fitossanitaria
da DRA competente, e se for caso, com a devida co-
municagfo aos servigos de inspec¢do das outras DRA
envolvidas de forma a garantir esse controlo a todo o
momento, bem como, se for caso disso, mediante apro-
vagdo do organismo oficial responsavel do Estado
membro a que a batata se destine e no qual ird ser
embalada ou transformada, no que diz respeito as ins-
talagdes de eliminacdo de residuos a que se referem
os n.1.1 e 1.2, é:

2.1 — Para utilizag¢do como batata de consumo,
embalada para entrega e utilizagdo directa, sem mu-
danga de embalagem num local com instalagdes de
eliminacdo de residuos adequadas, sendo que as bata-
tas destinadas a plantacdo apenas podem ser manuse-
adas no mesmo local, se tal for feito separadamente
ou apos limpeza e desinfecgdo; ou

2.2 — Para utilizagdo como batata de consumo para
transformacdo industrial, destinada a entrega directa e
imediata a uma unidade de transformagfo com insta-
lagdes adequadas de eliminagdo de residuos e um sis-
tema de limpeza e desinfec¢do, pelo menos, dos vei-
culos de transporte; ou

2.3 — Para qualquer outra utilizacdo ou forma de
eliminacdo, desde que seja comprovado que ndo exis-
te qualquer risco reconhecido de dispersdo do orga-
nismo prejudicial e sob reserva de aprovacdo pelos or-
ganismos oficiais responsaveis envolvidos.

3 — Os métodos adequados de limpeza e desinfec-
¢do dos objectos referidos no n.°3 do artigo 7.°, de-
vem ser aqueles relativamente aos quais se concluiu
que ndo existe qualquer risco identificavel de disper-
sdo do organismo prejudicial, devendo ser utilizados
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sob controlo dos servigos de inspecgdo fitossanitaria
da DRA competente.

4 — A série de medidas a aplicar pelos servicos de
inspecgdo fitossanitaria da DRA competente na zona
demarcada, estabelecida nos termos da alinea ¢) do
n.° 1 do artigo 6.°, e a que se refere o n.°4 do arti-
go 7.° inclui as seguintes acgdes:

4.1 — Nos locais de produgdo declarados contami-
nados nos termos da alinea b) do n.°1 do artigo 6.

4.1.1 — Num campo declarado contaminado nos
termos da alinea ») do n.° 1 do artigo 6.°, quer:

a) Durante, pelo menos, os trés anos de cultura
seguintes ao da declaracdo de contaminacdo:

i) Adopcdo de medidas destinadas a eliminar as
batateiras espontaneas e outras plantas hospedeiras
naturais do organismo prejudicial; e

ii) Proibi¢do de plantar tubérculos, plantas ou se-
mentes verdadeiras de batateira, ou outras plantas que
possam ser um hospedeiro natural do organismo pre-
judicial, ou culturas relativamente as quais exista um
risco identificado de dispersdo do organismo prejudi-
cial;

iif) Na primeira época de colheita de batata subse-
quente ao periodo especificado na subalinea anterior,
e sob condi¢do de o campo ter sido considerado livre
de batateiras espontineas e de outras plantas hospe-
deiras naturais do organismo prejudicial durante ins-
pecgdes oficiais, pelo menos, nos dois anos de cultura
consecutivos antes da plantacdo, apenas é permitida a
producdo de batata de consumo e os tubérculos colhi-
dos devem ser testados em conformidade com o pro-
cedimento referido no anexo 1;

iv) No periodo de colheita de batata seguinte ao
referido na subalinea anterior e apds um ciclo de ro-
tagdo adequado, que é de no minimo dois anos caso
se cultivem batatas, podem ser plantadas batatas, tan-
to para a producdo de batata de semente como de
batata de consumo, e ¢ efectuada uma prospecg¢io ofi-
cial nos termos do artigo 3.°

b) Durante os quatro anos de cultura seguintes ao
da declaragdo de contaminacio:

i) Adopcdo de medidas destinadas a eliminar as
batateiras espontaneas e outras plantas hospedeiras
naturais do organismo prejudicial, e

ii) Colocag@o e manutengdo do campo em pousio
ou em pastagem permanente com pastoreio intensivo
ou com cortes curtos frequentes;

iii) Na primeira época de colheita de batata subse-
quente ao periodo especificado na subalinea anterior,
e sob condi¢do de o campo ter sido considerado livre
de batateiras espontineas e de outras plantas hospe-
deiras naturais do organismo prejudicial durante ins-
peccdes oficiais, pelo menos, nos dois anos de cultura
consecutivos antes da plantagdo, é permitida a produ-
¢do de batata de consumo ou de semente e os tubér-
culos colhidos devem ser testados em conformidade
com o procedimento referido no anexo I;
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4.1.2 — Em todos os restantes campos do local de
produgdo contaminado e sob condi¢do que os organis-
mos oficiais responsdveis obtenham a garantia de que
foi eliminado o risco de aparecimento de batateiras
espontaneas e de outras plantas hospedeiras naturais
do organismo prejudicial:

a) No ano de cultura seguinte ao da declaracdo de
contaminacdo ndo sdo plantados tubérculos, plantas ou
sementes verdadeiras de batateira nem qualquer outra
planta que possa constituir um hospedeiro natural do
organismo prejudicial, podendo ser plantadas batatas
de semente certificadas, apenas para a produgio de
batata de consumo;

b) No segundo ano de cultura seguinte ao da de-
claragdo de contaminagdo s6 sdo plantadas, para ob-
tencdo de semente ou de batata para consumo, batatas
de semente certificadas ou oficialmente testadas para
determinar a auséncia da podriddo anelar e cultivadas
sob controlo oficial em locais de producdo, a excep-
¢do daqueles a que se refere o n.°4.1.1;

c) Pelo menos durante o terceiro ano de cultivo
apds a declaracdo de contaminagdo, s sdo plantadas,
para obtencdo de semente ou de batata para consu-
mo, batatas de semente certificadas ou cultivadas sob
controlo oficial, a partir de batatas de semente certi-
ficadas;

d) Em cada um dos anos de cultivo referidos nas
alineas anteriores, sdo tomadas medidas para eliminar
batateiras espontdneas e outras plantas hospedeiras
naturais do organismo prejudicial, caso surjam, e sdo
efectuados testes oficiais as batatas colhidas em cada
campo, em conformidade com o procedimento cons-
tante do anexor;

4.1.3 — Imediatamente apds a declaragdo de conta-
minagdo, nos termos da alinea ) do n.° 1 do artigo 6.°,
e apds o primeiro ano de cultura seguinte, toda a
magquinaria e instalagdes de armazenamento existentes
no local de producdo e ligadas a producdo de batata
sdo limpas e desinfectadas, de modo adequado utili-
zando métodos apropriados, nos termos do n.°3;

4.1.4 — Numa unidade de produgéo de culturas pro-
tegidas em que seja possivel a substituigdo completa
do meio de cultura:

a) Néo sio plantados tubérculos, plantas ou semen-
tes verdadeiras de batateira, a ndo ser que a unidade
de produgdo tenha sido sujeita a medidas oficialmente
controladas destinadas a eliminar o organismo preju-
dicial e a retirar qualquer material de plantas hospe-
deiras, incluindo, pelo menos, uma mudanga completa
do meio de cultura e a limpeza e desinfec¢do da uni-
dade de producdo e de todo o equipamento e, em se-
guida, que os servigos de inspeccdo fitossanitaria da
DRAP competente tenham concedido a aprovagéo para
a produgdo de batata; e

b) A produgdo de batata ¢ realizada a partir de
batata de semente certificada ou de mini-tubérculos ou
de micro-plantas provenientes de fontes testadas.
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4.2 — Na zona demarcada, sem prejuizo das medi-
das a que se refere o n.° 4.1, os servigos de inspecgio
fitossanitaria da DRAP competente:

4.2.1 — Exigem, imediatamente apds a declaracdo de
contaminagio, a limpeza e desinfec¢do de toda a ma-
quinaria e dos armazéns das referidas instalagdes en-
volvidas na produgfo da batata, consoante for apro-
priado, utilizando métodos adequados, tal como
disposto no n.° 3;

4.2.2 — Imediatamente apds a declaragcdo de conta-
minagdo e durante, pelo menos, trés anos de cultura:

i) Controlam, através dos servigos de inspecgdo, as
exploragdes que cultivem, armazenem ou manuseiem
tubérculos de batata, assim como as exploragdes que
utilizem para o efeito maquinaria em regime de con-
tratacao;

ii) Exigem, para todas as culturas de batata da zona,
que sé sejam plantadas batatas de semente certifica-
das ou sementes cultivadas sob controlo oficial e que
sejam analisadas apds colheita as culturas de batata de
semente efectuadas em locais de producdo declarados
como provavelmente contaminados nos termos da ali-
nea d) do n.°1 do artigo 6.°

iii) Exigem que os lotes de batata de semente e de
batata de consumo colhidos na zona sejam manusea-
das separadamente ou um sistema de limpeza e desin-
fec¢do entre o manuseamento de lotes para semente e
para consumo;

iv) Realizam uma prospecg¢do oficial nos termos do
artigo 3.°;

4.2.3 — Estabelecem, quando adequado, um progra-
ma de substituicdo de todos os lotes de batata semen-
te ao longo de um periodo adequado.

ANEXO V

Eliminacao de residuos associaveis ao organismo
prejudicial

1 — Os métodos de eliminagdo de residuos oficial-
mente aprovados referidos no n.° 1 do anexo 1v devem
cumprir as seguintes disposi¢des de forma a prevenir
qualquer risco identificavel de dispersdo do organis-
mo prejudicial:

1.1 — Os residuos de batata (incluindo batatas re-
jeitadas e cascas de batata) e quaisquer outros residu-
os solidos associados as batatas (incluindo terra, pe-
dras e outro detritos) sdo eliminados:

1.1.1 — Num local de eliminac¢do adequado e ofici-
almente aprovado em que nfo existam riscos identifi-
caveis de fuga do organismo prejudicial para o ambi-
ente, por exemplo, através de escorréncia para terras
agricolas, sendo os residuos enviados directamente para
o local em condi¢des de confinamento de forma a que
ndo exista risco de perda de residuos; ou

1.1.2 — Por incineragdo; ou

1.1.3 — Por outras medidas, desde que se tenha
concluido que ndo existe qualquer risco identificavel
de propagacdo do organismo prejudicial, sendo essas
medidas comunicadas & Comissdo Europeia e aos ou-
tros Estados membros.
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1.2 — Antes da eliminagdo, os residuos liquidos
contendo sélidos em suspensdo sdo sujeitos a filtragdo
ou processos de decantacdo para remover tais solidos,
0s quais sdo eliminados em conformidade com o refe-
rido no n.° 1.1.

1.2.1 — Os residuos liquidos sdo, entdo:

a) Aquecidos a uma temperatura minima de 60° C
atingida em todo o volume durante, pelo menos, 30 mi-
nutos antes da eliminacdo; ou

b) Eliminados através de outro método sujeito a
aprovacdo e controlo oficial, por forma a que nio
exista nenhum risco identificivel de que os residuos
possam entrar em contacto com as terras agricolas,
devendo os respectivos pormenores ser comunicados
aos restantes Estados membros e & Comissdo Europeia.

2 — As opgdes descritas no presente anexo também
se aplicam aos residuos associados ao manuseamento,
a eliminagdo e a transformagdo de lotes contaminados.

Decreto-Lei n.° 249/2007
de 27 de Junho

A doenca provocada pelo agente patogénico Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al, vulgarmente
designada por doenca do pus ou mal murcho da batateira
e do mal murcho tomateiro, ¢ um factor de reducao
da producdo da cultura da batateira e do tomateiro,
representando um risco para estas culturas ndo s6 no
Pais como também em todo o territério comunitdrio
se nao forem tomadas medidas de proteccio eficazes.

Tornou-se, pois, necessario estabelecer medidas de
controlo fitossanitario destinadas a evitar a introducao
e a dispersdo daquele agente patogénico no territorio
nacional, competindo, para o efeito, a Direccao-Geral
da Agricultura e Desenvolvimento Rural a definicio,
a elaboracao, a coordenagao e a aplicacdo do programa
nacional de prospeccdo do organismo prejudicial.

Neste contexto, foi publicado o Decreto-Lei
n.° 494/99, de 18 de Novembro, transpondo a Directiva
n.° 98/57/CE, do Conselho, de 20 de Julho, relativa ao
controlo de Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al., que definiu os procedimentos a adoptar para a
implementagao do referido programa, através nomea-
damente de disposi¢des técnicas quanto a forma de con-
servacao das amostras testadas e rastreabilidade do orga-
nismo prejudicial.

Foi, entretanto, publicada a Directiva n.® 2006/63/CE,
da Comissao, de 14 de Julho, que veio alterar os anexos I
a vl da Directiva n.° 98/57/CE, do Conselho, de 20
de Julho. Estes anexos constituem praticamente todo
o corpo da directiva e foram alterados, quer para fazer
face aos avancos significativos em termos da compreen-
sdao da biologia, dos procedimentos de deteccao e de
identificacio do agente patogénico quer para enquadrar
a experiéncia obtida na luta contra aquele organismo
prejudicial através da revisdo de varias disposicoes téc-
nicas relacionadas com as medidas de controlo.

No tocante aos procedimentos de deteccio e de iden-
tificacdo, foram introduzidos procedimentos recente-
mente desenvolvidos como a hibridacao fluorescente in
situ (FISH), a reaccdo em cadeia da polimerase (PCR),
bem como melhorias nos diversos métodos laboratoriais
a utilizar.





