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Informes de validación

Ver referencias. Las copias se encuentran disponibles por 
correo electrónico desde la Secretaría de ISTA: ista.of-
fice@ista.ch.

Por favor enviar comentarios, sugerencias o informes de 
problemas relacionados con este método al Comité de 
Sanidad de Semillas, dirigidos a la Secretaría de ISTA.

Descargo de responsabilidad

Aunque ISTA ha tenido cuidado de asegurar la exactitud 
de los métodos y la información en ellos descripta, ISTA 
no se hará responsable ante la pérdida o daño, etc. como 
resultado por el uso de este método.

Medidas de seguridad

Asegurarse de estar familiarizado con la información de 
riesgos y tomar las medidas de seguridad apropiadas, es-
pecialmente durante el pesaje de los reactivos. Se asu-
me que el personal que lleva a cabo estos análisis se en-
cuentra en un laboratorio adecuado para llevar a cabo los 
procedimientos de microbiología y familiarizado con los 
principios de las Buenas Prácticas de Laboratorio, Buenas 
Prácticas de Microbiología y técnicas asépticas. Eliminar 
todos los materiales de desecho en forma adecuada (ej. 
autoclave, desinfección) y de acuerdo con las regulaciones 
de salud, medioambientales y de seguridad locales.

Nota sobre el uso de traducciones

La versión electrónica de las Reglas Internacionales para el Análisis de Semillas, incluye 
las versiones Inglés, Francés, Alemán y Español. Si hay preguntas sobre la interpretación 
de las Reglas ISTA, la versión en inglés es la versión definitiva.

Publicado por
International Seed Testing Association (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suiza

© 2025 International Seed Testing Association (ISTA)

En línea ISSN 2310-3655

Todos los derechos reservados. Ninguna parte de esta publicación puede reproducirse, 
almacenarse en ningún sistema de recuperación de datos o trasmitirse de ninguna forma 
ni por ningún medio, ya sea electrónico, mecánico, fotocopiado, grabado o de otro modo, 
sin el permiso previo y  por escrito de ISTA.

Validierungsstudien

Siehe Literaturquellen. Kopien sind erhältlich per E-mail 
ista.office@ista.ch durch das ISTA-Sekretariat.

Kommentare, Empfehlungen oder Berichte zu Problemen 
betreffend dieser Methode sind bitte an das ISTA Seed He-
alth Committee über die Adresse des ISTA-Sekretariates 
zu richten.

Haftungsausschluss

Obgleich die ISTA mit Sorgfalt auf die Richtigkeit der in die-
ser Methodenbeschreibung angegebenen Methoden und 
Informationen achtet, haftet sie nicht für jeglichen Verlust, 
Schaden etc., der aus der Verwendung dieser Methode 
resultiert.

Sicherheitsmaßnahmen

Der sichere Umgang mit Gefahren im mikrobiologischen 
Labor und die Berücksichtigung entsprechender Vorsichts-
maßnahmen, insbesondere während der Herstellung der 
Kulturmedien, dem Autoklavieren und Auswiegen der Be
standteile, sind zu gewährleisten. Es wird vorausgesetzt, 
dass diese Arbeitsschritte in einem mikrobiologischen 
Labor durch Mitarbeiter durchgeführt werden, die mit den 
Prinzipien der Guten Laborpraxis, Guten Mikrobiologischen 
Praxis und der sterilen Arbeitstechnik vertraut sind. Alle Ab-
fallstoffe sind auf geeignete Weise und entsprechend der 
vor Ort üblichen Gesundheits-, Sicherheits- und Umwelt-
bestimmungen zu entsorgen (z. B. durch Autoklavieren, 
Desinfizieren). 

Herausgegeben von der:
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Anmerkung zur Benutzung der Übersetzungen
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Version der ISTA-Vorschriften. Bei irgendwelchen Fragen bezüglich der Interpretation der 
ISTA-Vorschriften ist die englische Version die massgebliche Version.

Études de validation

Voir Références. Les copies sont disponibles au secréta-
riat de l’ISTA par courriel ista.office@ista.ch.

Merci d’envoyer les commentaires, suggestions ou signa-
lement de problèmes sur cette méthode au responsable 
du ISTA Seed Health Committee, c/o Secrétariat de l’ISTA.

Limitation de responsabilité

En dépit du soin pris par l’ISTA pour assurer l’exactitude 
des méthodes et des informations contenues dans la des-
cription des méthodes, l’ISTA décline toute responsabilité 
pour toute perte ou dommage, etc., résultant de l’utilisation 
de la présente méthode.

Sécurité

Assurez-vous de connaître les risques et prenez les me-
sures de sécurité appropriées. Il est supposé que cette 
méthode est pratiquée dans un laboratoire de microbiolo-
gie par des personnes familières des principes de bonnes 
pratiques de laboratoire, de bonnes pratiques de micro-
biologie, et des techniques d’asepsie. Tous les déchets 
doivent être traités d’une manière appropriée (par exemple 
autoclavage, désinfection) et selon des règlements locaux 
de sécurité. 
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Validation reports

See References. Copies are available by e-mail from the 
ISTA Secretariat at ista.office@ista.ch.

Please send comments, suggestions or reports of prob-
lems relating to this method to the ISTA Seed Health Com-
mittee, c/o ISTA Secretariat.

Disclaimer

Whilst ISTA has taken care to ensure the accuracy of the 
methods and information described in this method descrip-
tion, ISTA shall not be liable for any loss or damage, etc. 
resulting from the use of this method.

Safety precautions

Ensure you are familiar with hazard data and take 
appropriate safety precautions, especially during weighing 
out of ingredients. It is assumed that persons carrying 
out this test are in a laboratory suitable for carrying out 
microbiological procedures and familiar with the principles 
of Good Laboratory Practice, Good Microbiological Practice, 
and aseptic techniques. Dispose of all waste materials in 
an appropriate way (e.g. autoclaving, disinfection) and in 
accordance with local health, environmental and safety 
regulations.

Note on the use of the translations

The electronic version of the International Rules for Seed Testing includes the English, 
French, German and Spanish versions. If there are any questions on interpretation of the 
ISTA Rules, the English version is the definitive version.
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7-021: Detección de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli 
y Xanthomonas citri pv. fuscans en semillas de 
Phaseolus vulgaris (frijol)

Hospedante:  Phaseolus vulgaris L.
Patógeno(s):  Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli 

(Xpp) (Smith) Constantin, Cleenwerck, Maes, Bae-
yen, Van Malderghem, De Vos, Cottyn (previamente 
X.  axonopodis pv. phaseoli [Xap] [Smith] Vauterin, 
Hoste, Kersters & Swings; X. campestris pv. phaseoli 
[Smith] Dye)

	 Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (Schaad et al.) 
Constantin et al. (previamente X.  axonopodis pv. 
phaseoli var. fuscans [Xff] Vauterin, Hoste, Kersters 
& Swings; X.  campestris pv. phaseoli var. fuscans 
[Burkholder] Starr & Burkholder)

Preparado por:  ISTA; International Seed Health Initiati-
ve for Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Autores:  Grimault V.1, Olivier V.2, Rolland M.3, Darrasse 
A.4 & Jacques M. A.4

	 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, Francia

	 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
	 2ANSES-Plant health laboratory, 7 rue Jean Dixméras, 

49044 Angers CEDEX 01, Francia
	 E-mail: valerie.olivier@anses.fr
	 3BioGEVES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 49071 

Beaucouzé CEDEX, Francia
	 E-mail: mathieu.rolland@geves.fr
	 4INRA, UMR1345 IRHS, SFR 149 Quasav, Bâtiment 

C, 42, rue Georges Morel, BP 60057, F-49071 Beau-
couzé CEDEX, Francia

	 E-mail: Marie-Agnes.Jacques@angers.inra.fr

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2006-02-22
Versión 2.0, 2006-08-18
Versión 2.1, 2010-01-01: Cambio editorial a los Puntos 

críticos de control
Versión 2.2, 2012-01-01: Nota de aviso sobre revisión de 

la prueba de patogenicidad
Versión 2.3, 2013-01-01: Definición del tamaño de la 

muestra
Versión 3.0, 2014-01-01: Nueva prueba de patogenicidad 

y análisis de PCR; se agrega el nombre común del 
hospedante

Versión 3.1, 2017-01-01: Materiales: eliminado el número 
de placas por medio de cultivo; Método: modificados 

los pasos 8.1 y 8.5; Informe de resultados, revisado; 
PCC (k) modificado

Versión 3.2, 2021-01-01: Medidas de seguridad, Tamaño 
de la muestra y Métodos, revisados

Versión 3.3, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, Métodos 
y Métodos generales, revisados

Versión 3.4, 2025-01-01: Patógenos, Antecedentes, Ma-
teriales, Métodos, Puntos críticos de control, Referen-
cias y leyendas de las figuras, revisados

Antecedentes
Este método deriva de los estudios de validación efectua-
dos por ISTA en el 2003 y 2011, con la colaboración de In-
ternational Seed Health Initiative for Vegetable Crops, ISF 
(ISHI-Veg) (Sheppard & Remeeus, 2005). Para los análisis 
de rutina en semillas de frijol, se recomienda una combina-
ción de dos medios semiselectivos complementarios, agar 
Milk Tween™ (MT) y agar Xanthomonas campestris pv. 
phaseoli (XCP1), con una prueba de patogenicidad para 
confirmar los aislamientossospechosos.

Los dos medios, tanto XCP1 como MT, han sido ele-
gidos por su facilidad de uso y la selectividad que presen-
tan para X. phaseoli pv phaseoli (Xpp). Además, los dos 
medios pueden ser usados para detectar ambos patógenos: 
Xpp y X. citri pv. fuscans (Xcf). Aunque inicialmente la 
morfología de las cepas Xpp y Xcf parecen ser similares en 
el medio de cultivo, después de una incubación más pro-
longada, las colonias de Xcf se distinguen por una pigmen-
tación marrón distintiva. Una ventaja adicional del medio 
MT es que también puede ser utilizado para identificar 
otras bacterias patógenas del frijol que son transmitidas 
por semillas: Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola y 
P. syringae pv. syringae.

En 2010, en Estados Unidos y en Francia, se obtu-
vieron datos contradictorios con el nuevo método ISTA. 
Las investigaciones que se llevaron a cabo en Francia 
(Geves e INRA) y en Holanda (Naktuinbouw) mostraron 
que algunos de los aislamientos que eran responsables de 
resultados positivos, causando síntomas en la prueba de 
patogenicidad, no fueron identificados como Xpp. en los 
ensayos basados en métodos moleculares (fingerprinting 
bacteriano genético en Holanda y PCR específica para el 
patógeno en Francia). Por lo tanto, se pudo concluir, que 
la prueba de patogenicidad utilizada en el método ISTA, 
la cual es un paso crucial en el análisis de Xpp, no es lo 
suficientemente confiable.

Gültig ab 1. Januar 2025
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7‑021: Nachweis von Xanthomonas phaseoli pv. 
phaseoli und Xanthomonas citri pv. fuscans an Samen 
von Phaseolus vulgaris (Bohne)

Wirtspflanze:  Phaseolus vulgaris L.
Krankheitserreger:  Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli 

(Xpp) (Smith) Constantin, Cleenwerck, Maes, Baey-
en, Van Malderghem, De Vos, Cottyn (ehemals 
X.  axonopodis pv. phaseoli [Xap] [Smith] Vauterin, 
Hoste, Kersters & Swings; X. campestris pv. phaseoli 
[Smith] Dye)

	 Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (Schaad et al.) 
Constantin et al. (ehemals X. axonopodis pv. phaseoli 
var. fuscans [Xff] Vauterin, Hoste, Kersters & Swings; 
X.  campestris pv. phaseoli var. fuscans [Burkholder] 
Starr & Burkholder)

Erstellt durch:  ISTA; International Seed Health Initiati-
ve for Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Autoren:  Grimault V.1, Olivier V.2, Rolland M.3, Darras-
se A.4 and Jacques M. A.4

	 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

	 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
	 2ANSES-Plant health laboratory, 7 rue Jean Dixméras, 

49044 Angers CEDEX 01, France
	 E-mail: valerie.olivier@anses.fr
	 3BioGEVES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 49071 

Beaucouzé CEDEX, France
	 E-mail: mathieu.rolland@geves.fr
	 4INRA, UMR1345 IRHS, SFR 149 Quasav, Bâtiment 

C, 42, rue Georges Morel, BP 60057, F-49071 Beau-
couzé CEDEX, France

	 E-mail: Marie-Agnes.Jacques@angers.inra.fr

Revisionsstand

Version 1.0, 2006-02-22
Version 2.0, 2006-08-18
Version 2.1, 2010-01-01: Redaktionelle Änderung zu den 

Kritischen Kontrollpunkten (KKP)(S. 7-021-6)
Version 2.2, 2013-01-01: Definition der Probengröße
Version 3.0, 2014-01-01: Neuer Pathogenitätstest 

und PCR-Test; deutscher Name der Wirtspflanze 
hinzugefügt

Version 3.1, 2017-01-01: „Material“: Anzahl Petri-Scha-
len für Medien gelöscht; „Methode“: Schritte 8.1 & 
8.5 überarbeitet; „Berichterstattung der Ergebnisse“ 
überarbeitet

Version 3.2, 2021-01-01: Überarbeitung der Sicherheits-
maßnahmen, Probengröße und Methode

Version 3.3, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße, 
Methoden und Allgemeine Methoden

Version 3.4, 2025-01-01: Überarbeitung der Krankheits-
erreger, Hintergrund, Material, Methoden, Kritische 
Kontrollpunkte, Literaturquellen und Legenden zur 
Abbildung

Hintergrund
Diese Methode basiert auf Validierungsstudien, die von 
der ISTA 2003 in Zusammenarbeit mit der Internatio-
nal Seed Health Initiative for Vegetable Crops, ISF (IS-
HI-Veg) durchgeführt wurden (Sheppard & Remeeus, 
2005). Für die Untersuchung der Bohnensamen wird eine 
Kombination von zwei sich ergänzenden semi-selektiven 
Medien, MT und XCP1, mit einem Pathogenitätstest zur 
Bestätigung verdächtiger Isolate empfohlen.

Die zwei Medien XCP1 und MT wurden aufgrund 
ihrer einfachen Anwendbarkeit und Selektivität für 
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) ausgewählt. Zu-
dem können beide Medien nicht nur für den Nachweis von 
Xpp sondern auch für X. citri pv. fuscans (Xcf) verwendet 
werden. Trotz anfänglicher Ähnlichkeit in der Morpholo-
gie von Xpp und Xcf-Stämmen auf den Medien, werden 
nach längerer Inkubation die Xcf-Kolonien durch eine ver-
änderte braune Pigmentierung unterscheidbar. Ein weite-
rer Vorteil des MT-Mediums liegt darin, dass es ebenfalls 
für die Identifizierung anderer samenbürtiger Bakterien an 
Bohnen, wie Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 
und P. syringae pv. syringae, verwendet werden kann.

2010 wurden in den USA und Frankreich gegensätz-
liche Daten mit der neuen ISTA-Methode erzielt. Unter-
suchungen in Frankreich (GEVES und INRA) und den 
Niederlanden (Naktuinbouw) zeigten, dass einige Isolate, 
die für positive Ergebnisse verantwortlich waren, im Pa-
thogenitätstest Symptome verursachten, aber, basierend 
auf molekularen Methoden (Genetischer bakterieller Fin-
gerabdruck in den Niederlanden und Pathogen-spezifische 
PCR-Primer in Frankreich), nicht als Xpp identifiziert wer-
den konnten. Dies führte zu der Schlussfolgerung, dass 
der in der ISTA-Methode verwendete Pathogenitätstest als 
entscheidungsrelevanter Untersuchungsabschnitt in der 
Xpp-Untersuchung nicht ausreichend zuverlässig ist.

Im INRA wurde ein Pathogenitätstest entwickelt, der 
eine zuverlässige Charakterisierung der Aggressivität von 
Xpp Wildtyp-Stämmen und Mutanten (Darsonval et al., 
2009) erlaubt. Eine Vergleichsuntersuchung des Patho-
genitätstests und der spezifischen Primer für Xpp und Xcf 

Effectives 1er janvier 2025
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7‑021 : Détection de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli 
et Xanthomonas citri pv. fuscans sur semences de 
Phaseolus vulgaris (haricot)

Hôte :  Phaseolus vulgaris L.
Pathogène(s)  :  Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli 

(Xpp) (Smith) Constantin, Cleenwerck, Maes, Baeyen, 
Van Malderghem, De Vos, Cottyn (précédemment 
X.  axonopodis pv. phaseoli [Xap] [Smith] Vauterin, 
Hoste, Kersters & Swings ; X. campestris pv. phaseoli 
[Smith] Dye)

	 Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (Schaad et al.) 
Constantin et al. (précédemment X.  axonopodis pv. 
phaseoli var. fuscans [Xff] Vauterin, Hoste, Kersters 
& Swings  ; X.  campestris pv. phaseoli var. fuscans 
[Burkholder] Starr & Burkholder)

Préparé par :  ISTA ; International Seed Health Initiative 
for Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Auteurs :  Grimault V.1, Olivier V.2, Rolland M.3, Dar-
rasse A.4 & Jacques M. A.4

	 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

	 Courriel : valerie.grimault@geves.fr
	 2ANSES-Plant health laboratory, 7 rue Jean Dixméras, 

49044 Angers CEDEX 01, France
	 Courriel : valerie.olivier@anses.fr
	 3BioGEVES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 49071 

Beaucouzé CEDEX, France
	 Courriel : mathieu.rolland@geves.fr
	 4INRA, UMR1345 IRHS, SFR 149 Quasav, Bâtiment 

C, 42, rue Georges Morel, BP 60057, F-49071 Beau-
couzé CEDEX, France

	 Courriel : Marie-Agnes.Jacques@angers.inra.fr

Historique de la révision

Version 1.0, 2006-02-22
Version 2.0, 2006-08-18
Version 2.1, 2010-01-01 : « Points critiques de contrôle 

(CCP) » modification éditoriale
Version 2.2, 2012-01-01 : Avertissement concernant la 

révision du pouvoir pathogène
Version 2.3, 2013-01-01 : Définition de la taille de 

l’échantillon
Version 3.0, 2014-01-01 : Nouveaux tests de pouvoir pa-

thogène et de PCR ; ajout de nom commun de l’hôte
Version 3.1, 2017-01-01 : Version 1.1, 2017-01-01 : 

« Matériel » : nombres de boîtes pour milieu suppri-
més ; « Méthodes » étapes 8.1 et 8.5 révisées ; « Indi-
cations des résultats » révisé

Version 3.2, 2021-01-01 : « Mesures de sécurité », 
« Taille de l’échantillon » et « Méthodes » révisés

Version 3.3, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon », 
« Méthodes » et « Méthodes générales » révisés

Version 3.4, 2025-01-01 : « Pathogènes », « Historique », 
« Matériél », « Méthodes », « Points critiques de 
contrôle », « Références » et légendes des figures 
révisés

Historique
Cette méthode est issue des études de validation réalisées 
par l’ISTA en 2003 et 2011, en collaboration avec l’Inter-
national Seed Health Initiative for Vegetable Crops, ISF 
(ISHI-Veg)(Sheppard & Remeeus, 2005). Pour les tests en 
routine de semences de haricot, une combinaison de deux 
milieux semi-sélectifs complémentaires, MT et XCP1, 
est recommandée avec un test de pouvoir pathogène pour 
confirmer les isolats suspects.

Les deux milieux, XCP1 et MT, ont été choisis 
pour leur facilité d’utilisation et leur sélectivité pour 
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp). De plus, les 
deux milieux peuvent être utilises pour détecter Xpp et 
X. citri pv. fuscans (Xcf). Bien qu’au départ la morpholo-
gie des souches Xpp et Xcf semble similaire sur le milieu, 
après une plus longue incubation, les colonies Xcf sont dis-
tinguées par une pigmentation brune distincte. Un autre 
avantage du milieu MT est qu’il peut aussi être utilisé pour 
identifier d’autres pathogènes transmis par semences de 
haricot, p. ex. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 
et P. syringae pv. syringae.

En 2010, aux USA et en France, des résultats diver-
gents ont été obtenus avec la nouvelle méthode ISTA. 
Les recherches en France (GEVES et INRA) et aux Pays-
Bas (Naktuinbouw) ont montrées que certains isolats, qui 
provoquaient des résultats positifs, causaient des symp-
tômes lors du test de pouvoir pathogène mais n’étaient 
pas identifiées comme Xpp par des méthodes moléculaires 
(empreinte génétique bactérienne aux Pays-Bas et PCR 
pathogène-spécifique en France). Par conséquent, il a été 
conclut que le test de pouvoir pathogène utilisé dans la 
méthode ISTA, l’étape cruciale dans l’analyse Xpp, n’était 
pas assez fiable.

Un test de pouvoir pathogène a été développé à l’INRA 
pour permettre une caractérisation fiable de l’agressivité 
des souches sauvages et mutantes de Xpp (Darsonval et al., 
2009). Une étude comparative du nouveau test de pouvoir 
pathogène et des amorces spécifiques de souches Xpp et 
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7‑021: Detection of Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli 
and Xanthomonas citri pv. fuscans in Phaseolus 
vulgaris (bean) seed

Host:  Phaseolus vulgaris L.
Pathogen(s):  Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) 

(Smith) Constantin, Cleenwerck, Maes, Baeyen, 
Van Malderghem, De Vos, Cottyn (previously 
X.  axonopodis pv. phaseoli [Xap] [Smith] Vauterin, 
Hoste, Kersters & Swings; X. campestris pv. phaseoli 
[Smith] Dye)

	 Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (Schaad et al.) 
Constantin et al. (previously X.  axonopodis pv. 
phaseoli var. fuscans [Xff] Vauterin, Hoste, Kersters 
& Swings; X.  campestris pv. phaseoli var. fuscans 
[Burkholder] Starr & Burkholder)

Prepared by:  ISTA; International Seed Health 
Initiative for Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Authors:  Grimault V.1, Olivier V.2, Rolland M.3, 
Darrasse A.4 & Jacques M. A.4

	 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

	 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
	 2ANSES-Plant health laboratory, 7 rue Jean 

Dixméras, 49044 Angers CEDEX 01, France
	 E-mail: valerie.olivier@anses.fr
	 3BioGEVES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 49071 

Beaucouzé CEDEX, France
	 E-mail: mathieu.rolland@geves.fr
	 4INRA, UMR1345 IRHS, SFR 149 Quasav, Bâtiment 

C, 42, rue Georges Morel, BP 60057, F-49071 
Beaucouzé CEDEX, France

	 E-mail: Marie-Agnes.Jacques@angers.inra.fr
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control points
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Version 2.3, 2013-01-01: Definition of sample size
Version 3.0, 2014-01-01: New pathogenicity assay and 
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Version 3.1, 2017-01-01: Materials: numbers of Petri 
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Version 3.4, 2025-01-01: Pathogens, Background, 
Materials, Methods, Critical control points, 
References and figure captions revised

Background
This method is derived from the validation studies carried 
out by ISTA in 2003 and 2011, in collaboration with the 
International Seed Health Initiative for Vegetable Crops, 
ISF (ISHI-Veg)(Sheppard & Remeeus, 2005). For routine 
testing of bean seed a combination of two complementary 
semi-selective media, Milk Tween™ agar (MT) and 
Xanthomonas campestris pv. phaseoli agar (XCP1), 
is recommended with a pathogenicity test to confirm 
suspect isolates.

The two media, XCP1 and MT, have been chosen 
for their ease of use and selectivity for X. phaseoli pv. 
phaseoli (Xpp). In addition, both media can be used to 
detect both Xpp and X. citri pv. fuscans (Xcf). Although 
initially the morphology of Xpp and Xcf strains appear 
to be similar on the media, after a longer incubation 
the Xcf colonies are distinguished by a distinct brown 
pigmentation. A further advantage of MT medium is that 
it can also be used for identifying other bacterial seed-
borne pathogens of beans, e.g. Pseudomonas savastanoi 
pv. phaseolicola and P. syringae pv. syringae.

In 2010 in the USA and France conflicting data 
were obtained with the new ISTA method. Research 
in France (GEVES and INRA) and in the Netherlands 
(Naktuinbouw) showed that some isolates that were 
responsible for positive results were causing symptoms 
in the pathogenicity assay but were not identified as 
Xpp based on molecular methods (genetic bacterial 
fingerprinting in the Netherlands and pathogen specific 
PCRs in France). Therefore it was concluded that the 
pathogenicity assay used in the ISTA method, a crucial 
step in the Xpp test, is not reliable enough.

A pathogenicity assay was developed at INRA to 
allow a reliable characterisation of the aggressiveness 
of Xpp wild type strains and mutants (Darsonval et al., 
2009). A comparison study of the new pathogenicity 
test and primers specific for Xpp and Xcf isolates (Audy 
et al.,1994; Boureau et al., 2012) was carried out as a 
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La prueba de patogenicidad que fue desarrollada en 
INRA, permite una caracterización confiable de la agresi-
vidad de Xpp, tanto de las cepas salvajes como de las cepas 
mutantes (Darsonval et al., 2009). Un estudio comparativo 
entre la nueva prueba de patogenicidad y el ensayo con 
primers específicos para aislamientos de Xpp y Xcf (Audy 
et al., 1994; Bureau et al., 2012), se llevó a cabo de manera 
colaborativa entre ISTA, ANSES, INRA e ISHI-Veg. Este 
estudio demostró que la nueva prueba de patogenicidad y 
el ensayo con primers específicos de Audy et al., (1994) 
son buenas herramientas de confirmación y que los pri-
mers de Diaggene (Boureau et al., 2012), si bien propor-
cionan buenos resultados, su uso no produce una mejora 
en la sensibilidad del método. 

Se propusieron 2 opciones para la confirmación de los 
aislamientossospechosos: 
Opción 1:  Prueba de patogenicidad. Para laboratorios que 

no están equipados para realizar ensayos de reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR = polymerase chain 
reaction) o sin experiencia en esta técnica de análisis. 
En este caso, se deben seguir los PCC (Puntos Críti-
cos de Control) y usar controles positivos y negativos 
(X. vesicatoria, Xpp, Xcf, agua). Esta opción también 
es válida y consume menos tiempo cuando se han de-
tectado pocos aislamientos sospechosos, pero requiere 
una cámara de crecimiento o un invernadero equipado 
con sistema de alta humedad relativa (HR).

Opción 2:  Análisis de PCR con primers de Audy et al., 
(1994). Esta opción puede ser utilizada por aquellos 
laboratorios que tienen experiencia en ensayos de PCR 
y están equipados para realizar esta técnica, cuando se 
requiere la obtención de los resultados en poco tiempo 
y/o se ha detectado un gran número de aislamientos 
sospechosos.

Medidas de seguridad
Eliminar todos los materiales de desecho en forma ade-
cuada (ej. autoclave, desinfección) y de acuerdo con las 
regulaciones de salud, medioambientales y de seguridad 
locales.

Bromuro de etidio

El bromuro de etidio es carcinogénico. Si es posible, utilice 
un reactivo alternativo, por ejemplo Gel RedTM (Biotium). 
Utilice el bromuro de etidio de acuerdo a las instrucciones 
de seguridad. Se recomienda manipularlo en solución en 
lugar de en polvo. A continuación, se mencionan algunas 
consideraciones que deben ser tenidas en cuenta:
•	� Consulte la Hoja de Seguridad del bromuro de etidio 

antes de usar el reactivo. 
•	� Siempre use equipo de protección personal cuando ma-

nipula el bromuro de etidio. Esto incluye usar guarda-
polvo, guantes de nitrilo y zapatos cerrados. 

•	� Dejar el guardapolvo, los guantes y otro equipo de pro-
tección personal en el laboratorio una vez que el traba-
jo se ha completado para prevenir la dispersión del bro-
muro de etidio u otros reactivos, fuera del laboratorio.  

•	� Todo el trabajo con bromuro de etidio debe ser realiza-
do en un área designada para el bromuro de etidio de 
manera de mantener la contaminación con bromuro de 
etidio lo más baja posible. 

Luz ultravioleta

La luz ultravioleta (UV) no debe ser usada sin las precau-
ciones adecuadas. Asegúrese de utilizar anteojos de pro-
tección UV cuando trabaja con bromuro de etidio.

Semilla tratada
Los tratamientos a las semillas pueden afectar el resultado 
de este análisis. Sólo se debe realizar en semillas sin tratar. 

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas a ana-
lizar) y el tamaño de la sub-muestra dependen del uso 
previsto, del nivel máximo de infección aceptable y de la 
sensibilidad analítica del método. El tamaño mínimo reco-
mendado de la muestra de trabajo es de 5000 semillas y el 
tamaño máximo de submuestra debe ser de 1000 semillas.

Materiales
Material de referencia:  cepas conocidas de am-

bas Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) y 
X.  citri pv. fuscans (Xcf) (controles positivos) y de  
X. vesicatoria (control negativo) o material de referen-
cia estandarizado

Placas con medio agar Milk Tween™ (MT):  placas de 
Petri de 90 mm

Placas con medio XCP1:  placas de Petri de 90 mm
Placas con medio YDC (yeast dextrose chalk):  por sub-

cultivo (al menos 1 placa por sub-muestra)
Bolsas de polietileno o contenedores de solución sali-

na (0,85 % NaCl) más Tween™ 20 (0,02 %) esté-
ril:  para remojar las semillas (el volumen requerido 
(ml) es equivalente a 2,5 × PMS (g))

Botellas para dilución:  envases de 4,5 ml de solución 
salina estéril (2 por sub-muestra). Se pueden aceptar 
otros volúmenes; ver Métodos generales.

Etanol 70 %:  o un producto desinfectante equivalente
Incubadora:  programada a 28 ±2 °C
Balanza:  adecuada para pesar hasta 0,001 g
Pipetas automáticas:  comprobar la exactitud y precisión 

periódicamente
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Isolate (Audy et al.,1994; Boureau et al., 2012) wurde in 
Zusammenarbeit zwischen ISTA, ANSES, INRA and IS-
HI-Veg durchgeführt. Die Untersuchung zeigte, das der 
neue Pathogenitätstest und die Audy et al., (1994) Primer 
eine gutes Mittel zur Bestätigung liefern und das Diagge-
ne (Boureau et al., 2012) Primer gute Ergebnisse ergaben, 
aber ihre Verwendung nicht die Sensitivität der Methode 
steigern.

Zwei Optionen werden für die Bestätigung verdächti-
ger Isolate vorgeschlagen:
Option 1:  Pathogenitätstest für Labore, die nicht über 

die Ausstattung oder Erfahrung mit PCR verfügen. 
In diesem Fall müssen die KKP befolgt werden und 
Ziel- sowie Nicht-Ziel-Kontrollen hinzugefügt wer-
den (X. vesicatoria, Xpp, Xcf, Wasser). Diese Option 
ist auch geeignet und weniger zeitaufwendig, wenn 
nur wenige verdächtige Isolate festgestellt wurden. Es 
wird aber eine Pflanzeninkubationskammer oder Ge-
wächshaus mit der Möglichkeit der Einstellung sehr 
hoher Luftfeuchtigkeit (rF) benötigt.

Option 2:  PCR Untersuchung mit Audy et al. (1994)-Pri-
mern. Diese Option kann von Laboren verwendet wer-
den, die über eine PCR-Ausstattung und PCR-Erfah-
rung verfügen und Ergebnisse in kurzer Zeit benötigt 
werden und/oder eine große Anzahl verdächtiger Iso-
late festgestellt wurde.

Sicherheitsmaßnahmen
Alle Ab-fallstoffe sind auf geeignete Weise und entspre-
chend der vor Ort üblichen Gesundheits-, Sicherheits- und 
Umwelt-bestimmungen zu entsorgen (z. B. durch Autokla-
vieren, Desinfizieren).

Ethidiumbromid

Ethidiumbromid ist krebserregend. Wenn möglich ist eine 
alternative Chemikalie, z. B. Gel RedTM (Biotium) zu ver-
wenden. Verwenden Sie Ethidiumbromid unter Beachtung 
der Sicherheitshinweise. Es wird empfohlen mit einer Lö-
sung anstelle von Pulver zu arbeiten. Einige Empfehlun-
gen werden im Folgenden gegeben. 
•	� Konsultieren des Sicherheitsdatenblattes zu Ethidium-

bromid bevor die Chemikalie verwendet wird. 
•	� Tragen einer persönlichen Schutzausrüstung beim Um-

gang mit Ethidiumbromid. Dazu gehören das Tragen 
eines Laborkittels, Nitrilhandschuhe und Schuhe mit 
geschlossenem Fussbett. 

•	� Nach Beendigung der Arbeit Kittel, Handschuhe und 
andere persönliche Schutzausrüstung im Labor lassen, 
um die Ausbreitung von Ethidiumbromid oder anderen 
Chemikalien außerhalb des Labors zu verhindern. 

•	� Alle Arbeiten mit Ethidiumbromid sind in einem 
„Ethidiumbromid“-Bereich durchzuführen, um die 
Ethidiumbromid-Kontamination auf ein Minimum zu 
beschränken. 

Ultraviolettes Licht

Ultraviolettes UV-Licht darf nicht ohne entsprechende 
Vorsichtsmaßnahmen verwendet werden. Es ist sicher-
zustellen, dass bei der Arbeit mit Ethidiumbromid eine 
UV-Schutzbrille verwendet wird.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Saatgutbehandlungen können die Aussagekraft dieser Me-
thode beeinflussen. Die Untersuchung darf nur an unbe-
handeltem Saatgut erfolgen.

Probengröße
Der Probengröße (Gesamtzahl der zu untersuchenden Sa-
men) und di Teilprobengröße hängt vom Verwendungs-
zweck, dem maximal akzeptablen Infektionsniveau und 
der analytischen Empfindlichkeit der Methode ab. Die 
empfohlene Größe der Untersuchungsprobe beträgt 5000 
Samen und die maximale Teilprobengröße beträgt 1000 
Samen.

Material
Referenzmaterial:  bekannte Stämme für bei-

de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) und 
X.  citri pv. fuscans (Xcf) (Positivkontrolle) und von  
X. vesicatoria (Negativkontrolle) oder standardisiertes 
Referenzmaterial

Platten mit MT-Medium:  90 mm Petrischalen
Platten mit XCP1-Medium:  90 mm Petrischalen
Platten mit YDC (yeast dextrose chalk):  Subkultivie-

rung  (mindestens 1 Platte je Teilprobe)
PE-Beutel oder -Gefäße mit steriler Salzlösung (0,85 % 

NaCl) und Tween™ 20 (0,02  %):  zum Einweichen 
der Samen (das erforderliche Volumen (ml) ist zu be-
rechnen über 2,5 × TKG (g))

Verdünnungsbehälter:  befüllt mit 4,5 ml steriler Salzlö-
sung (2 je Teilprobe). Andere Volumen können auch 
verwendet werden (siehe Allgemeine Methoden).

70-prozentiges Ethanol:  oder ein gleichwertiges 
Desinfektionsmittel

Inkubator:  Betrieb bei 28 ±2 °C
Waage:  Auf 0,001 g genau
Automatische Pipetten:  Genauigkeit und Präzision sind 

regelmäßig zu überprüfen.
Bohnenkeimlinge:  Anfällig für alle Rassen des Krank-

heitserregers im Pathogenitätstest (z.  B. „Michelet“, 
„Contender“).

Pflanzeninkubationskammer:  betrieben bei 28 °C oder 
Gewächshauskammer, mit hoher Luftfeuchte (95  % 
rF), mit Quarantänestatus

Milli Q und Chemikalien:  für die PCR-Durchführung
Sterile Reaktionsgefäße:  1,5 ml; 0,2 ml
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Xcf a été menée en collaboration avec l’ISTA, l’ANSES, 
l’INRA et l’ISHI-Veg. Cette étude a montré que le nou-
veau test de pouvoir pathogène et les amorces Audy et al. 
(1994) étaient de bons outils de confirmation et que les 
amorces Diaggene (Boureau et al., 2012) obtenaient de 
bons résultats mais n’amélioraient pas la sensibilité de la 
méthode.

Deux options sont proposées pour la confirmation des 
isolats suspects :
Option 1  :  Test de pouvoir pathogène, pour les labora-

toires non équipés ou ayant l’expérience de la PCR. 
Dans ce cas, les CCP doivent être respectés et des 
témoins cibles et non cibles ajoutés (X. vesicatoria, 
Xpp, Xcf, eau). Cette option est aussi valable et moins 
longue quand quelques isolats suspects ont été détec-
tés, mais requiert une chambre de culture ou une serre 
capable de produire une haute humidité relative.

Option 2 :  Le test de PCR avec les amorces décrites dans 
Audy et al., (1994). Cette option peut être utilisée par 
des laboratoires équipés et ayant l’expérience de la 
PCR quand un délai court pour obtenir les résultats est 
demandé et/ou quand un nombre important d’isolats 
suspects a été détecté.

Mesures de sécurité
Tous les déchets doivent être traités d’une manière appro-
priée (par exemple autoclavage, désinfection) et selon des 
règlements locaux de sécurité.

Bromure d’éthidium	

Le bromure d’éthidium est cancérigène. Si possible, utili-
sez un produit chimique de substitution, par exemple Gel 
RedTM (Biotium). Utilisez le bromure d’éthidium en res-
pectant les consignes de sécurité. Il est recommandé de 
travailler avec une solution plutôt qu’avec une poudre. 
Certaines considérations sont mentionnées ci-dessous. 
•	� Consultez la fiche de données de sécurité sur le bro-

mure d’éthidium avant d’utiliser le produit chimique. 
•	� Portez toujours un équipement de protection indivi-

duelle lorsque vous manipulez du bromure d’éthidium. 
Cela inclut le port d’une blouse de laboratoire, de gants 
en nitrile et de chaussures à bout fermé. 

•	� Laissez les blouses de laboratoire, les gants et les 
autres équipements de protection individuelle dans le 
laboratoire une fois les travaux terminés afin d’éviter 
la propagation du bromure d’éthidium ou d’autres pro-
duits chimiques en dehors du laboratoire. 

•	� Tous les travaux au bromure d’éthidium doivent être 
effectués dans une zone désignée «bromure d’éthi-
dium» afin de réduire au minimum la contamination au 
bromure d’éthidium. 

Lumière ultraviolette 

La lumière ultraviolette ne doit pas être utilisée sans pré-
cautions appropriées. Veillez à ce que des lunettes de pro-
tection contre les UV soient utilisées lorsque vous travail-
lez avec du bromure d’éthidium.

Semences traitées
Les traitements peuvent affecter la performance de la mé-
thode. Elle ne doit être appliquée que sur semences non 
traitées.

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences à tes-
ter) et la taille du sous-échantillon dépendent de l’utilisa-
tion prévue, du niveau d’infection maximal acceptable et 
de la sensibilité analytique de la méthode. La taille mi-
nimale recommandée pour l’échantillon de travail est de 
5000 semences et la taille maximale du sous-échantillon 
doit être de 1000 semences.

Matériél
Matériel de référence  :  des souches connues de 

Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) et 
X.  citri pv. fuscans (Xcf) (témoins positifs) et de  
X. vesicatoria (témoin négatif), ou tout matériel de 
référence standardisé

Boîtes de milieu MT :  boîtes de Petri de 90 mm
Boîtes de milieu XCP1 :  boîtes de Petri de 90 mm
Boîtes de YDC (yeast dextrose chalk)  :  pour le repi-

quage (au moins 1 boîte par sous-échantillon)
Sacs de polyéthylène ou récipients  :  avec solution sa-

line stérile (0,85 % NaCl) plus Tween™ 20 (0,02 % ; 
0,2  ml/l) pour la macération des semences (2,5  × le 
poids des semences)

Bouteilles de dilution :  contenant 4,5 ml de solution sa-
line stérile (2 par sous-échantillon). D’autres volumes 
peuvent être acceptable (voir Méthodes générales).

Éthanol 70 % :  ou un produit désinfectant équivalent
Incubateur :  fonctionnant à 28 ±2 °C
Balance :  capable de peser à 0,001 g
Pipettes automatiques :  vérifier l’exactitude et la préci-

sion régulièrement
Plantules de haricot  :  sensibles à toutes les races du 

pathogène pour tests de pouvoir pathogène (p. ex. ‘Mi-
chelet’, ‘Contender’)

Chambre de culture  :  capable de maintenir la tem-
pérature à 28  °C ou serre, avec un taux d’humidité 
élévé (humidité relative = 95  %), avec un statut de 
quarantaine
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collaboration between ISTA, ANSES, INRA and ISHI-
Veg. This study showed that the new pathogenicity test and  
Audy et al., (1994) primers were good confirmation tools 
and that Diaggene (Boureau et al., 2012) primers gave 
good results but their use did not improve sensitivity of 
the method.

Two options are proposed for confirmation of suspect 
isolates:
Option 1:  Pathogenicity assay, for laboratories not 

equipped or experienced with PCR. In this case, CCP 
must be followed and target and non-target controls 
added (X. vesicatoria, Xpp, Xcf, water). This option 
is also valuable and less time consuming when few 
suspect isolates have been detected but requires a 
growth chamber or greenhouse equipped for high 
relative humidity (RH).

Option 2:  PCR test with Audy et al. (1994) primers. 
This option can be used for laboratories experienced 
and equipped for PCR, when a short delay is needed 
for obtaining results and/or a high number of suspect 
isolates have been detected.

Safety precautions
Dispose of all waste materials in an appropriate way (e.g. 
autoclaving, disinfection) and in accordance with local 
health, environmental and safety regulations.

Ethidium bromide

Ethidium bromide is carcinogenic. If possible, use an 
alternative chemical e.g. Gel RedTM (Biotium). Use 
ethidium bromide according to safety instructions. It is 
recommended to work with solution instead of powder. 
Some considerations are mentioned below.
•	� Consult the Material Safety Data Sheet on ethidium 

bromide before using the chemical.
•	� Always wear personal protective equipment when 

handling ethidium bromide. This includes wearing a 
lab coat, nitrile gloves and closed toe shoes.

•	� Leave lab coats, gloves, and other personal protective 
equipment in the lab once work is complete to prevent 
the spread of ethidium bromide or other chemicals 
outside the lab.

•	� All work with ethidium bromide is to be done in an 
‘ethidium bromide’ designated area in order to keep 
ethidium bromide contamination to a minimum.

Ultraviolet light

Ultraviolet (UV) light must not be used without 
appropriate precautions. Ensure that UV protective 
eyewear is utilised when working with ethidium bromide.

Treated seed
Seed treatments may affect the performance of this test. It 
must only be performed on untreated seed.

Sample size
The sample size (total number of seeds to be tested) and 
subsample size depend on intended use, the maximum 
acceptable infection level and the analytical sensitivity 
of the method. The minimum recommended working 
sample size is 5000 seeds and the maximum subsample 
size must be 1000 seeds.

Materials
Reference material:  known strains of both Xanthomonas 

phaseoli pv. phaseoli (Xpp) and X. citri pv. fuscans 
(Xcf) (positive controls) and of X. vesicatoria 
(negative control), or standardised reference material

Plates of milk Tween™ agar medium:  90  mm Petri 
dishes

Plates of XCP1 medium:  90 mm Petri dishes
Plates of yeast dextrose chalk (YDC) agar medium:  for 

subculture (at least 1 per subsample)
Polythene bags or containers of sterile saline (0.85 % 

NaCl) plus Tween™ 20 (0.02 %):  for soaking seeds 
(volume (ml) required is equivalent to 2.5 × TSW (g))

Dilution bottles:  containing 4.5  ml of sterile saline (2 
per subsample). Other volumes may be acceptable; 
see General methods.

70 % ethanol:  or an equivalent disinfecting product
Incubator  operating at 28 ±2 °C
Balance:  capable of weighing to the nearest 0.001 g
Automatic pipettes:  check accuracy and precision 

regularly
Bean seedlings:  susceptible to all races of the pathogen 

for pathogenicity test (e.g. ‘Michelet’, ‘Contender’)
Growth chamber:  capable of operating at 28  °C or 

greenhouse, with high humidity (95  % RH), with 
quarantine status

Milli Q and chemicals:  for PCR preparation
Sterile microtubes:  1.5 ml; 0.2 ml
Microliter pipettes:  e.g. Gilson, Finn, with sterile 

filtered tips (1–1000 µl)
Conventional thermocycler
Electrophoresis equipment:  1.5–2 % agarose gels
DNA visualising system:  BET or analogue reagent, UV 

imaging apparatus
PCR primers  (Audy et al., 1994):
	 p7X4c: 5' GGCAACACCCGATCCCTAAACAGG 3'
	 p7X4e: 5' CGCCGGAAGCACGATCCTCGAAG 3'
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Plántulas de frijol:  suceptibles a todas las razas del pa-
tógeno para la prueba de patogenicidad (ej. ‘Michelet’, 
‘Contender’)

Cámara de crecimiento:  adecuada para operar a 28 °C 
o invernadero con alta humedad relativa (95 % HR) y 
con estatus de cuarentena

Milli Q y químicos:  para preparación de la PCR
Microtubos estériles:  1,5 ml; 0,2 ml
Micropipetas:  ej. Gilson, Finn, con puntas estériles con 

filtro (1–1000 µl)
Termociclador convencional
Equipo de electroforesis:  geles de 1,5–2 % de agarosa
Sistema para visualizar ADN:  BET o reactivo análogo, 

un aparato de imagen UV
Primers para PCR (Audy et al., 1994):
	 p7x4c: 5' GGC AAC ACC CGA TCC CTA AAC AGG 3'
	 p7x4e: 5' CGC CGG AAG CAC GAT CCT CGAAG 3'

Preparación de la muestra
Esto se puede realizar antes del análisis.

Es importante evitar cualquier posibilidad de contami-
nación cruzada entre muestras de semilla. Por lo tanto, es 
esencial desinfectar todas las superficies, envases, manos, 
etc. antes y después de manipular cada muestra. Esto se 
puede lograr utilizando etanol 70  % para limpiar/rociar 
tanto los equipos como los guantes de trabajo.

Si se recibe la muestra en varios paquetes, éstos se 
deben juntar en una nueva bolsa de polietileno limpia y 
luego mezclar manualmente para obtener una muestra 
compuesta.
1.	� Contar el número de semillas de peso conocido. Esti-

mar el peso de 1000 semillas (PMS) como sigue:
	� PMS = (peso de las semillas / número de semillas)  

× 1000
2.	� Basado en el PMS estimado, pesar las sub-muestras del 

tamaño requerido en nuevas bolsas de polietileno lim-
pias u otros envases.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.	� Extraccción
1.1	�Poner las semillas en solución salina estéril más 

Tween™ 20 (0,02 % v/v) en una bolsa de polietileno 
o contenedor. El volumen de solución salina requerido 
en ml debe ser equivalente a 2,5 × PMS (g); ej. PMS 
= 300  g, por lo tanto, el volumen de solución salina 
requerido es 2,5 × 300 = 750 ml (Olivier & Remeeus, 
2004).

1.2	�Remojar las sub-muestras durante la noche (16–18 h) a 
5 °C (±4 °C).

2.	� Dilución y siembra

2.1	�Agitar las muestras para obtener un extracto homogé-
neo antes de la dilución.

2.2	�Preparar diluciones seriadas uno en diez a partir del ex-
tracto de semilla. Tomar con pipeta 0,5 ml del extracto 
y verter en 4,5 ml de solución salina estéril, agitar con 
vortex para mezclar (dilución 10−1). Tomar con pipeta 
0,5 ml de la dilución 10−1 y verter en otros 4,5 ml de 
solución salina estéril y agitar con vortex para mezclar 
(dilución 10−2) (ver Métodos generales).

2.3	�Tomar con pipeta 100  µl de cada dilución y del ex-
tracto de semilla sin diluir y colocar en placas de cada 
medio semiselectivo (MT y XCP1) y distribuir sobre 
la superficie con un varilla de vidrio doblada estéril o 
equivalente (ver Métodos generales).

2.4	�Incubar las placas invertidas a 28 ±2  °C y examinar 
después de 4–5 días.

3.	� Controles positivos (cultivo o material de referencia)
3.1	�Preparar una suspensión de cepas conocidas de Xpp y 

Xcf en solución salina estéril, o reconstituir material de 
referencia estandarizado, de acuerdo a las instruccio-
nes del proveedor.

3.2	�Diluir la suspensión suficientemente hasta obtener di-
luciones que contengan aproximadamente 10−2 a 10−4 
unidades formadoras de colonias (ufc) por mililitro. 
Esto puede requerir hasta siete diluciones seriadas uno 
en diez a partir de una suspensión turbia.

3.3	�Tomar con pipeta 100 µl de diluciones apropiadas para 
conteo, colocar en placas de cada medio semiselectivo 
(MT y XCP1) y distribuir sobre la superficie con una 
varilla de vidrio doblada estéril o equivalente (ver Mé-
todos generales).

3.4	�Incubar las placas de los controles con las placas de las 
muestras.

4.	� Chequeo de esterilidad
4.1	�Preparar diluciones seriadas a partir de una muestra 

del medio de extracción (ej. solución salina + Tween™ 
20), que no contenga semillas y sembrar en cada uno 
de los medios semiselectivos como se procedió con las 
muestras.

5.	� Evaluación de las placas
5.1	�Evaluar los controles de esterilidad y la recuperación 

de los controles positivos en ambos medios semiselec-
tivos (MT y XCP1) (PCC).

5.2	�Evaluar en las placas de las muestras la presencia de 
colonias típicas de Xpp y/o Xcf comparando con las 
placas del control positivo. Si fuera necesario, estimar 
el número de ufc.

5.3	�Después de 4–5 días en MT, las colonias de Xpp son 
amarillas, distinguiéndose por dos zonas de hidróli-
sis: una zona grande y clara de hidrólisis de caseína 
y una pequeña zona blancuzca de lisis de Tween™ 80 
(Fig. 1a, b). Las colonias de Xcf producen un pigmento 
marrón difuso. Si no es visible después del 4° día, in-
cubar durante día más. Generalmente las colonias tipo 
Xcf muestran lisis de Tween™ 80.

5.4	�Después de 4–5 días en medio XCP1, las colonias de 
Xpp son amarillas, brillantes y están rodeadas por una 
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Microliter-Pipetten:  z. B. Gilson, Finn, mit sterilen Spit-
zen (1–1000 µl)

Konventioneller Thermocycler
Elektrophorese-Ausstattung:  1,5–2 % Agarose-Gele
DNA Visualisierungssystem:  BET oder analoge Reagen-

zien, UV-Belichtungsapparat
PCR Primer  (Audy et al., 1994):
	 p7X4c: 5' GGCAACACCCGATCCCTAAACAGG 3'
	 p7X4e: 5' CGCCGGAAGCACGATCCTCGAAG 3'

Probenvorbereitung
Dies kann vor der Untersuchung stattfinden.

Jede Möglichkeit der Kreuzkontamination zwischen 
Saatgutproben muss ausgeschlossen werden; daher ist es 
äußerst wichtig, sowohl vor als auch nach dem Berühren 
jeder einzelnen Probe alle Oberflächen, Behälter, Hände 
usw. zu desinfizieren. Dies kann durch das Besprühen der 
Arbeitsmaterialien und Hände mit 70-prozentigem Etha-
nol und dem Tragen von Handschuhen erfolgen.

Wenn die Untersuchungsprobe in mehreren Teilproben 
verpackt ist, sollten diese zunächst in einem neuen, sau-
beren Probenbeutel vereint werden und per Hand durch-
mischt werden.
1.	� Die Anzahl der Samen bei bekanntem Gesamtgewicht 

bestimmen. Berechnung des Tausendkorngewichtes 
(TKG):

	 TKG = (Gewicht der Samen / Anzahl Samen) × 1000
2.	� Basierend auf dem ermittelten TKG, Teilproben der er-

forderlichen Größe in neue saubere Probentüten oder 
Probengefäße abwiegen.

Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.	� Extraktion
1.1	�Einweichen der Samen in steriler Tween™ 20-haltiger 

(0,02  % v/v) Salzlösung in einem Plastikbeutel oder 
-behälter. Das in ml erforderliche Volumen der Salzlö-
sung errechnet sich aus dem 2,5-fachen des TKG (g). 
Zum Beispiel: wenn das TKG = 300 g, so ist das erfor-
derliche Volumen der Salzlösung 2,5 × 300 = 750 ml 
(Olivier & Remeeus, 2004).

1.2	�Einweichen der Teilproben über Nacht (16–18 h) bei 
5 ±4 °C.

2.	� Verdünnen und Ausplattieren
2.1	�Gründliches Schütteln des Plastikbeutels oder -behäl-

ters, um einen homogenen Extrakt vor der Herstellung 
der Verdünnungen zu erhalten.

2.2	�Herstellen einer 10-fachen Verdünnungsreihe vom Sa-
menextrakt. 0,5  ml des Extraktes in 4,5  ml der Salz-
lösung pipettieren und zur gründlichen Mischung (10−1 
Verdünnung) vortexen. 0,5 ml dieser 10−1 Verdünnung 
in weitere 4,5 ml sterile Salzlösung pipettieren und zur 

gründlichen Mischung (10−2 Verdünnung) vortexen. 
(siehe Allgemeine Methoden).

2.3	�100 µl jeder Verdünnung sowie des unverdünnten Extrak-
tes auf Agarplatten jedes semi-selektiven Mediums (MT 
und XCP1) pipettieren und auf der Agaroberfläche mit  
einem sterilen Drigalskispatel oder etwas vergleichba-
ren verteilen (siehe Allgemeine Methoden).

2.4	�Inkubieren der Platten kopfüber bei 28 ±2 °C und Un-
tersuchung nach 4–5 Tagen.

3.	� Positivkontrollen (Kultur oder Referenzmaterial)
3.1	�Herstellen einer Suspension von bekannten Stämmen 

Xpp und Xcf in steriler Salzlösung, oder Nutzung einer 
Standardreferenzkultur nach Angaben des Herstellers.

3.2	�Suspension ausreichend verdünnen, um eine Kon-
zentration von ungefähr 10−2 bis 10−4 Koloniebilden-
de Einheiten (KBE) pro Milliliter zu erhalten. Dies 
kann bei trüben Ausgangssuspensionen bis zu sieben 
10-fach-Verdünnungsreihen erfordern.

3.3	�100  µl einer geeigneten zählbaren Verdünnung auf 
Platten jedes Selektivmediums (MT und XCP1) pipet-
tieren und auf der Agaroberfläche mit einem sterilen 
Spatel oder etwas vergleichbaren verteilen (siehe All-
gemeine Methoden).

3.4	�Inkubation der Kontrollplatten mit den Untersuchungs-
platten zusammen.

4.	� Sterilitätskontrolle
4.1	�Verdünnungsreihe einer Probe des Extraktionsme-

diums (Tween™ 20-haltige Salzlösung), welche kei-
ne Samen enthält, auf den semi-selektiven Medien 
ausplattieren.

5.	� Untersuchung der Agarplatten
5.1	�Untersuchung der Sterilkontrolle und Bestimmung der 

Positivkontrolle auf beiden den semi-selektiven Medi-
en (MT und XCP1) (KKP).

5.2	�Untersuchung der Probenplatten auf Anwesenheit typi-
scher Kolonien von Xpp und/oder Xcf durch Vergleich 
mit den Positivkontrollplatten. Falls erforderlich, 
schätzen der Anzahl der KBE.

5.3	�Nach 4–5 Tagen erscheinen auf MT-Medium gelbe 
Kolonien von Xpp, die sich durch zwei Zonen der Stär-
kehydrolyse auszeichnen: eine größere klare Zone der 
Casein-Hydrolyse und eine kleinere milchige Zone der 
Tween™ 80-Lyse (Abb. 1a, b). Kolonien von Xcf bil-
den ein braunes diffundierendes Pigment. Sollte dieses 
nach 4-tägiger Inkubation nicht zu erkennen sein, wird 
die Inkubation um einen weiteren Tag verlängert. Häu-
fig tritt bei Xcf-Isolaten auch eine Tween™ 80-Lyse auf.

5.4	�Nach 4–5 Tagen erscheinen auf XCP1-Medium gelbe 
und glänzende Kolonien von Xpp, umgeben von einer 
deutlichen Zone der Stärkehydrolyse (Abb. 2b). Kolo-
nien von Xcf bilden ein braunes diffundierendes Pig-
ment nach 5-tägiger Inkubation (Abb. 2a). Häufig tritt 
bei Xcf-Isolaten auch eine Tween™ 80-Lyse auf.

5.5	�Die Koloniegröße und -farbe kann innerhalb einer Pro-
be variieren.

5.6	�Erfassen des Vorhandenseins von verdächtigen Kolo-
nien (siehe Allgemeine Methoden). Falls erforderlich, 
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Eau milli Q et produits chimiques :  pour la préparation 
de la PCR

Microtubes stériles :  1,5 ml ; 0,2 ml
Micro-pipettes :  e.g Gilson, Finn, avec des cônes à filtre 

stériles (1–1000 µl)
Thermocycleur conventionnel
Equipement d’électrophorèse  :  gels d’agarose à 

1,5–2 %)
Système de visualisation de l’ADN :  BET ou réactif ana-

logue, appareil d’imagerie UV
Amorces de PCR  (Audy et al., 1994) :
	 p7X4c : 5' GGCAACACCCGATCCCTAAACAGG 3'
	 p7X4e : 5' CGCCGGAAGCACGATCCTCGAAG 3'

Préparation de l’échantillon
Ceci peut être fait avant l’analyse.

Il est essentiel d’exclure toute possibilité de conta-
mination croisée entre les échantillons de semences. Il 
est donc essentiel de désinfecter toutes les surfaces, réci-
pients, mains, etc. avant et après manipulation de chaque 
échantillon. Ceci peut être réalisé en essuyant ou pulvéri-
sant les équipements avec de l’éthanol à 70 %, en utilisant 
des gants.

Si l’échantillon soumis est reçu en plusieurs paquets, 
ceux-ci devraient être mélangés en vidant dans un nouveau 
sac polyéthylène propre et en mélangeant manuellement 
pour obtenir un échantillon composite.
1.	� Compter le nombre de semences dans un poids connu. 

Estimer la masse de mille semences (MMS) comme 
suit :
�MMS = (masse de semences / nombre de semences) 
× 1000

2.	� En se basant sur la MMS estimée, peser les sous-
échantillons de la taille requise dans de nouveaux sacs 
en plastique ou récipients propres.

Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

1.	� Extraction
1.1 �Placer les semences dans une solution saline stérile 

additionnée de Tween™ 20 (0,02 % v/v) dans un sac 
en polyéthylène ou un récipient. Le volume de solution 
saline devrait être équivalent à 2,5 × MMS (g) c.-à-d. : 
MMS = 300 g, donc volume de solution saline stérile 
requis : 2,5 × 300 = 750 ml (Olivier & Remeeus, 2004).

1.2 �Faire macérer pendant la nuit (16–18 h) à 5 ±4 °C.
2.	� Dilution et étalement
2.1 �Secouer le sac en polyéthylène ou le récipient pour 

obtenir un extrait homogène juste avant la dilution.
2.2 �Préparer une série de dilutions de dix fois de l’extrait 

de semences. Pipetter 0,5 ml de l’extrait dans 4,5 ml 
de solution saline stérile et vortexer pour mélanger 

(dilution 10−1). Pipetter 0,5 ml de la dilution 10−1 dans 
un autre tube de 4,5  ml de solution saline stérile et 
vortexer pour mélanger (dilution 10−2)(voir Méthodes 
générales).

2.3 �Pipetter 100 μl de chaque dilution et l’extrait de se-
mences non dilué et placer sur les boîtes de chacun des 
2 milieux semi-sélectifs (MT et XCP1) et étaler sur la 
surface avec un râteau stérile ou équivalent (voir les 
Méthodes générales).

2.4 �Incuber les boîtes inversées à 28  ±2  °C et observer 
après 4–5 jours.

3.	� Témoins positifs (culture ou matériel de référence)
3.1 �Préparer une suspension des souches connues de Xpp 

et Xcf dans la solution saline stérile, ou reconstituer le 
matériel de référence standardisé selon les instructions 
du fournisseur.

3.2 �Diluer suffisamment pour obtenir des dilutions conte-
nant environ 10−2 à 10−4 unités formant des colonies 
(ufc) par millilitre. Ceci peut exiger jusqu’à sept dilu-
tions de dix fois à partir d’une suspension trouble.

3.3 �Pipetter 100 μl des dilutions appropriées et placer 
sur des boîtes de chaque milieu semi-sélectif (MT et 
XCP1) et étaler sur la surface avec un râteau stérile ou 
équivalent (voir les Méthodes générales).

3.4 �Incuber les boîtes avec les boîtes témoin.
4.	� Contrôle de stérilité
4.1 �Étaler une série de dilutions d’un échantillon de la so-

lution d’extraction (c.-à-d. solution saline + Tween™ 
20), ne contenant aucune semences, sur chacun des 
milieux semi-sélectifs comme pour les échantillons.

5.	� Lecture des boîtes
5.1 �Examiner le témoin de stérilité et les boîtes de témoins 

positifs pour les deux milieux semi-sélectifs (MT et 
XCP1) (CCP).

5.2 �Examiner les boîtes d’échantillons pour la présence 
des colonies typiques de Xpp et/ou Xcf par comparai-
son avec les boîtes de témoins positifs. Si nécessaire, 
estimer le nombre de ufc.

5.3 �Sur MT après 4–5 jours, les colonies de Xpp sont jaunes 
et distinguées par deux zones d’hydrolyse : une zone 
plus large et claire d’hydrolyse de la caséine, et une 
zone plus petite et laiteuse d’hydrolyse du Tween™ 
80 (Fig. 1a, b). Les colonies Xcf produisent un pig-
ment brun diffusible. Si cela n’est pas visible après 4 
jours, incuber un jour supplémentaire. Les colonies Xcf 
montrent souvent une lyse du Tween™ 80.

5.4 �Sur XCP1 après 4–5 jours, les colonies de Xpp sont 
jaunes, brillantes et entourées d’une zone claire d’hy-
drolyse de l’amidon (Fig.  2b). Les colonies Xcf pro-
duisent un pigment brun diffusible après 5 jours d’in-
cubation (Fig. 2a). Les colonies Xcf montrent souvent 
une lyse du Tween™ 80.

5.5 �La taille des colonies et la couleur peuvent varier au 
sein d’un échantillon.

5.6 �Noter la présence de colonies suspectes (voir Méthodes 
générales). Si nécessaire, estimer le nombre d’ufc des 
colonies suspectes et des autres colonies.
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Sample preparation
This can be done in advance of the assay.

It is vital to exclude any possibility of cross-
contamination between seed samples. It is therefore 
essential to disinfect all surfaces, containers, hands, etc. 
both before and after handling each sample. This can 
achieved by swabbing/spraying equipment and gloved 
hands with 70 % ethanol.

If the submitted sample is received in several packets, 
these should be combined by emptying into a new, clean 
polythene bag and mixing by hand to give a composite 
sample.
1.	� Count the number of seeds in a known weight. 

Estimate the thousand-seed weight (TSW) as:
TSW = (weight of seeds / number of seeds) × 1000

2.	� Based on the estimated TSW, weigh out subsamples 
of the required size into new, clean polythene bags or 
containers.

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.	� Extraction
1.1	�Suspend seeds in sterile saline plus Tween™ 20 

(0.02  % v/v) in a polythene bag or container. The 
volume of saline required in ml should be equivalent 
to 2.5 × TSW (g); e.g. TSW = 300 g, therefore volume 
of saline required is 2.5 × 300 = 750 ml (Olivier & 
Remeeus, 2004).

1.2	�Soak subsamples overnight (16–18 h) at 5 °C (±4 °C).
2.	� Dilution and plating
2.1	�Shake containers or polythene bags to obtain a homo

genous extract before dilution.
2.2	�Prepare a tenfold dilution series from the seed extract. 

Pipette 0.5 ml of the extract into 4.5 ml of sterile saline 
and vortex to mix (10−1 dilution). Pipette 0.5 ml of the 
10−1 dilution into another 4.5 ml of sterile saline and 
vortex to mix (10−2 dilution)(see General methods).

2.3	�Pipette 100  µl of each dilution and the undiluted 
seed extract onto plates of each of the semi-selective 
media (MT and XCP1) and spread over the surface 
with a sterile bent glass rod or equivalent (see General 
methods).

2.4	�Incubate inverted plates at 28 ±2 °C and examine after 
4–5 d.

3.	� Positive controls (culture or reference material)
3.1	�Prepare a suspension of known strains of Xpp and Xcf 

in sterile saline, or reconstitute standardised reference 
material according to the supplier’s instructions.

3.2	�Dilute suspension sufficiently to obtain dilutions 
containing approximately 10−2 to 10−4 colony-forming 

units (cfu) per millilitre. This may require up to seven 
ten-fold dilutions from a turbid suspension.

3.3	�Pipette 100 µl of appropriate countable dilutions onto 
plates of each of the semi-selective media (MT and 
XCP1) and spread over the surface with a sterile bent 
glass rod or equivalent (see General methods).

3.4	�Incubate plates with the sample plates.
4.	� Sterility check
4.1	�Prepare a dilution series from a sample of the 

extraction medium (i.e. saline plus Tween™ 20), 
containing no seeds, and plate on each of the semi-
selective media as for samples.

5.	� Examination of the plates
5.1	�Examine sterility check and recovery of positive controls on 

both semi-selective media (MT and XCP1) (CCP).
5.2	�Examine the sample plates for the presence of typical 

Xpp and/or Xcf colonies by comparison with the 
positive control plates. If necessary, estimate the 
number of cfu.

5.3	�After 4–5 d on MT, Xpp colonies are yellow, 
distinguished by two zones of hydrolysis: a large clear 
zone of casein hydrolysis and a smaller milky zone of 
Tween™ 80 lysis (Fig. 1a, b). Xcf colonies produce 
a brown diffusible pigment. If not visible after 4 d, 
incubate for an additional day. Often the Xcf-type 
colonies show Tween™ 80 lysis.

5.4	�After 4–5 d on XCP1, Xpp colonies are yellow, 
glistening and surrounded by a clear zone of starch 
hydrolysis (Fig. 2b). Xcf colonies produce a brown 
diffusible pigment after 5 d of incubation (Fig 2a). 
Often the Xcf-type colonies show Tween™ 80 lysis.

5.5	�The colony size and colour can differ within a sample.
5.6	�Record the presence of suspect colonies (see General 

methods). If necessary, estimate the number of cfu of 
suspect and other colonies.

6.	� Confirmation/identification of suspect colonies
6.1	�Subculture suspect colonies to sectored plates of YDC. 

To avoid the potential for cross-contamination of 
isolates, use a new sectored plate for each subsample. 
The precise numbers of colonies subcultured will 
depend on the number and variability of suspect 
colonies on the plate: if present, at least six colonies 
should be subcultured per subsample (CCP).

6.2	�Subculture both Xpp and Xcf positive control isolates 
to a sectored plate for comparison (Fig. 3).

6.3	�Incubate sectored plates for 24–48 h at 28 ±2 °C.
6.4	�Compare appearance of growth with positive control. 

On YDC, Xpp and Xcf colonies are yellow and mucoid 
in appearance (Fig. 3)(CCP).

6.5	�Confirm the identity of isolates by pathogenicity test 
on bean seedlings of known susceptibility (option 1) 
or by PCR (option 2).

6.6	�Record results for each colony subcultured.
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Figura 2. Colonias de Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (a) y X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (b), en placas de XCP1, 
mostrando una zona clara de hidrólisis de almidón y X. citri pv. fuscans (Xcf) en XCP1 mostrando una zona blancuzca 
después de 4 días.

Figura 1. Colonias de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) en placas de MT después 4 días, se distinguen por una 
zona grande y clara de hidrólisis de caseína (a) y una zona blancuzca más pequeña de lisis de Tween™ 80 (b).

ba

a b

zona clara de hidrólisis de almidón (Fig. 2b). Las colo-
nias de Xcf producen un pigmento marrón difuso des-
pués de 5 días de incubación (Fig. 2a). Generalmente 
las colonias tipo Xcf muestran lisis de Tween™ 80.

5.5	�El tamaño de la colonia y el color puede variar dentro 
de una muestra.

5.6	�Registrar la presencia de colonias sospechosas (ver 
Métodos generales). De ser necesario, estimar el núme-
ro de ufc de colonias sospechosas y de otras colonias.

6.	� Confirmación/identificación de colonias sospechosas
6.1	�Subcultivar las colonias sospechosas en placas sectori-

zadas de YDC. Para evitar la potencial contaminación 
cruzada entre los aislamientos, usar una nueva placa 
sectorizada por cada sub-muestra. El número exacto de 
colonias subcultivadas dependerá del número y varia-
bilidad de colonias sospechosas en cada placa: si están 
presentes, se deberán subcultivar al menos 6 colonias 
por sub-muestra (PCC).

6.2	�Subcultivar Xpp y Xcf a un aislamiento del control po-
sitivo en una placa sectorizada para comparar (Fig. 3).

6.3	�Incubar las placas sectorizadas por 24–48 horas a 
28 ±2 °C.

6.4	�Comparar la apariencia del crecimiento con el con-
trol positivo. En el medio YDC, las colonias de  
Xpp y Xcf son amarillas y de apariencia mucoide 
(Fig. 3) (PCC).

6.5	�Confirmar la identidad de los aislamientos mediante 
la prueba de patogenicidad en plántulas de frijol (op-
ción 1) o por PCR (opción 2).

6.6	�Registrar los resultados de cada colonia subcultivada.
7.	� Patogenicidad (PCC): opción 1
	� (Darsonval et al., 2009)
7.1	�Producir plántulas de un cultivar conocido de frijol que 

sea altamente susceptible a Xpp y Xcf (por ejemplo: 
‘Flavert’ o ‘Michelet’) a 20–30 °C en pequeñas mace-
tas con tierra que contenga turba hasta el primer estado 
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die Anzahl der KBE der verdächtigen und der anderen 
Kolonien schätzen.

6.	� Bestätigung und Identifizierung vermuteter Kolonien
6.1	�Subkultivierung verdächtiger Kolonien auf sektorier-

ten YDC-Platten. Zur Vermeidung von Kreuzkontami-
nationen der Isolate wird eine neue sektorierte Platte 
für jede Teilprobe verwendet. Die genaue Zahl der sub-
kultivierten Kolonien ist abhängig von Zahl und Vari-
abilität der verdächtigen Kolonien auf der ursprüngli-
chen Platte, soweit vorhanden sollten mindestens sechs 
Kolonien je Teilprobe subkultiviert werden (KKP).

6.2	�Subkultivierung Sie sowohl Xpp- als auch Xcf-
Positivkontrollisolate auf einer sektorierten Platte zum 
Vergleich (Abb. 3).

6.3	�Inkubation sektorierter Platten für 24–48  h bei 
28 ±2 °C.

6.4	�Vergleich der Wachstumsmorphologie mit der Po-
sitivkontrolle. Generell entwickelt Xpp und Xcf  auf 

YDC-Medium gelbe gewölbte Kolonien (Abb. 3)
(KKP).

6.5	�Bestätigung der Identität der Isolate durch einen Patho-
genitätstest an anfälligen Bohnenkeimlingen (option 1) 
oder durch PCR (option 2).

6.6	�Bestimmung der Ergebnisse für jede subkultivierte 
Kolonie.

7. Pathogenität (KKP): option 1
(Darsonval et al., 2009)
7.1	�Anzucht von Bohnenkeimlingen einer Sorte, die hoch 

anfällig für Xpp und Xcf (z. B. „Flavert“ oder „Miche-
let“) ist, bei 20–30 °C in kleinen Töpfen mit torfhal-
tigen Kultursubstrat, bis zur Ausbildung des 1. Laub-
blattes (ungefähr 16 Tage nach Aussaat).

7.2	�Erstellen einer Suspension von 107 KBE/ml (KKP) 
mit destilliertem/deionisiertem Wasser aus einer Kul-
tur nach Wachstum (24 oder 48 h) bei 28 °C auf YDC 
(z. B. sektorierte Platte).

Abb. 2. Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) Kolonien (a) und X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (b), nach 4 Tagen. Auf 
XCP1-Platten zeigt sich eine klare Zone der Stärkehydrolyse. Kolonien von X. citri pv. fuscans (Xcf) zeigen eine milchige 
Zone.

Abb. 1. Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) Kolonien auf MT-Platten nach 4 Tagen zeigen deutlich eine große 
klare Zone der Casein-Hydrolyse (a) und eine kleinere milchige Zone der Tween™ 80-Lyse (b).

a b

ba
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6.	� Confirmation et identification des colonies suspectes
6.1 �Repiquer les colonies suspectes sur boîtes de YDC en 

secteurs. Pour empêcher la contamination croisée entre 
isolats, employer une boîte en secteur différente pour 
chaque sous-échantillon. Le nombre précis de colonies 
repiquées dépendra du nombre et de la variabilité des 
colonies suspectes de la boîte ; si elles sont présentes, 
au moins six colonies par sous-échantillon seront repi-
quées (CCP).

6.2 �Repiquer les témoins positifs Xpp et Xcf en secteurs 
pour comparaison (Fig. 3).

6.3 �Incuber les boîtes en secteurs pendant 24–48  h à 
28 ±2 °C.

6.4 �Comparer l’aspect de la croissance à celle du témoin 
positif. Sur YDC, les colonies de Xpp et Xcf sont jaunes 
et muqueuses (Fig. 3).

6.5 �Confirmer l’identité des isolats par un test de pouvoir 
pathogène sur plantules de haricot d’une variété recon-
nue sensible (option 1) ou par PCR (option 2).

6.6 �Noter les résultats pour chaque colonie repiquée.
7. Test de pouvoir pathogène (CCP) : option 1
(Darsonval et al., 2009)
7.1	�Faire pousser des plants de haricot d’une variété 

connue pour être très sensible à Xpp et à Xcf (p.  ex. 
Flavert ou Michelet) à 20–30 °C dans des petits pots 
contenant du terreau tourbeux, jusqu’au stade première 
feuille trifoliée (environ 16 jours après semis).

7.2	�Réaliser une suspension à 107 ufc/ml (CCP), dans de 
l’eau distillée/désionisée, d’une culture régénérée 
pendant 24 à 48 h (à 28 °C) sur YDC (c.-à-d. boîte en 
secteurs).

7.3	�Inoculation : tremper la première feuille trifoliée pen-
dant 30s dans un récipient contenant l’inoculum (bé-
cher)(Fig. 4).

Figure 1. Colonies de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) sur boîtes de MT après 4 jours, reconnaissables par 
une zone large et claire d’hydrolyse de la caséine (a), et une zone plus petite et laiteuse d’hydrolyse du Tween™ 80 (b).

Figure 2. Colonies de Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (a) et X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (b), sur boîtes de XCP1 
montrant une zone claire d’hydrolyse de l’amidon et X. citri pv. fuscans (Xcf) sur XCP1 montrant une zone laiteuse, après 
4 jours.
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7.	� Pathogenicity (CCP): option 1
	 (Darsonval et al., 2009)
7.1	�Grow seedlings of a bean cultivar known to be 

highly susceptible to Xpp and Xcf (e.g. ‘Flavert’ or 
‘Michelet’) at 20–30  °C in small pots containing 
peated potting soil, until the first trifoliate leaf stage 
(approximately 16 days after sowing).

7.2	�Make a 107 cfu/ml (CCP) suspension in distilled/
deionised water of a culture obtained after growth (24 
or 48 h), 28 °C on YDC (i.e. sectored plate).

7.3	�Inoculation: dip first trifoliate leaf for 30  s in a 
container containing inoculum (beaker)(Fig. 4).

7.4	�The number of plants which should be inoculated is 
three plants per suspect isolate.

7.5	�Inoculate plants with one positive Xpp isolate, 
one positive Xcf isolate and two negative controls: 
X. vesicatoria and distilled/deionised water.

7.6	�Incubate at 28 °C, 16 h light, 95 % RH; 25 °C, 8 h 
dark, 95 % RH (CCP).

7.7	�Record symptoms from 5–11 d (depending on when 
symptoms begin) after inoculation. Compare with 
positive and negatives controls. Typical Xpp/Xcf 
symptoms are water-soaked spots. Necrosis of lesions 
can develop and, in the case of very aggressive 
isolates, lead to death of tissues (Fig. 5a–d). No 
lesions occur on negative controls (Fig. 6)

8.	� Polymerase chain reaction (PCR): option 2
	 (Audy et al., 1994)
8.1	�Make a slightly turbid cell suspension at 107 cfu/

ml (OD600  nm approximately 0.05) in 1.0 ml sterile 
distilled/deionised water from the suspect colonies 
cultured on YDC medium, and the positive and 
negative controls (CCP). Transfer 1  ml of sterile 
distilled/deionised water in a separate Eppendorf tube 
to use as negative process control. Boil the suspension 

Figure 2. Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (a) and X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (b) on XCP1 plates, showing a clear 
zone of starch hydrolysis and X. citri pv. fuscans (Xcf) on XCP1 showing a milky zone, after 4 d.

Figure 1. Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (colonies on MT plates after 4 d, indicated by a large clear zone of 
casein hydrolysis (a) and a smaller milky zone of Tween™ 80 lysis (b).

ba

a b
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Figura 3. Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (a) y X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (b), en placas de YDC donde luego de 
2 días en dicho medio son de apariencia marrón y amarillo.

a b

Figura 4. Inoculación por inmersión de la primera hoja 
trifoliada durante 30 segundos en un vaso de precipitado 
conteniendo inóculo

de hoja trifoliada (aproximadamente 16 días después de 
siembra).

7.2	�Preparar una suspensión de 107 ufc/ml (PCC) en agua 
destilada/desionizada de un cultivo obtenido des-
pués del crecimiento (24 o 48 horas) a 28 °C en YDC  
(ej. placas sectorizadas).

7.3	�Inoculación: sumergir el primer trifolio por 30 segundos 
en un recipiente que contenga el inóculo (vaso) (Fig. 4).

7.4	�El número de plántulas que deben ser inoculadas es de 3 
plantas por aislamiento sospechoso.

7.5	�Inocular plántulas con un control positivo de Xpp 
isolate, un control positivo de Xcf isolate y dos con-
troles negativos: un con X. vesicatoria y otro con agua 
destilada/desionizada.

7.6	�Incubar a 28 °C, 16 horas de luz, 95 % HR; 25 °C, 8 ho-
ras de oscuridad, 95 % HR (PCC).

7.7	�Registrar los síntomas desde el día 5 al día 11 (depen-
diendo de cuando comiencen los síntomas) después de 
la inoculación. Comparar con los controles positivo y 
negativo. Los síntomas típicos de Xpp/Xcf son manchas 
acuosas. Puede desarrollar lesiones necróticas y en el 
caso de aislamientos muy agresivos, los mismos pueden 
provocar la muerte de los tejidos (Fig. 5a–d). No se pre-
sentan lesiones en los controles negativos (Fig. 6).

8.	� Reacción en cadena de la polimerasa (PCR = polymera-
se chain reaction): opción 2

	 (Audy et al. 1994)
8.1	�Preparar una suspensión de células ligeramente tur-

bia de 107 ufc/ml (OD600 nm aproximadamente 0,05) en 
1,0 ml de agua destilada/desionizada estéril a partir de 
un cultivo de colonias sospechosas en medio YDC y 
de los controles positivo y negativos (PCC). Transfe-
rir 1 ml de agua destilada/desionizada estéril a un tubo 
Eppendorf separado para utilizar como control negativo 
del proceso. Hervir la suspensión por 5 minutos a 95 °C 
para la extracción de ADN. Almacenar a –20 °C hasta la 
identificación (PCC).

8.2	�Usar el siguiente par de primers específicos para Xpp/
Xcf de Audy et al. (1994) que darán un producto de 
800 pb:

	 p7x4c: 5' GGC AAC ACC CGA TCC CTA AAC AGG 3'
	 p7x4e: 5' CGC CGG AAG CAC GAT CCT CGA AG 3'
8.3	�Preparar la mezcla de la reacción (página 7-021-18, 

adaptada por INRA) (PCC). Preparar la reacción de 
PCR en tubos de PCR de 0,2 ml de pared delgada con 
un volumen final de 20 µl (16 µl de mezcla de la reac-
ción + 4 µl de suspensión bacteriana hervida).

8.4	�Protocolo de PCR: Incubación inicial de 3 minutos a 
94 °C seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 2 mi-
nutos a 72 °C. Incubación final de 10 minutos a 72 °C y 
una incubación infinita a 12 °C (PCC). En cada corrida 
de PCR, además de los controles positivos y negativos 
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7.3	�Inokulation: Eintauchen des ersten Laubblattes für 30 s 
in einen Behälter mit Inokulum (Becherglas)(Abb. 4).

7.4	�Die Zahl der zu inokulierenden Pflanzen beträgt 3 je zu 
testendem Isolat.

7.5	�Inokulation der Pflanzen mit einer Positivkontrolle Xpp 
isolate, einer Positivkontrolle Xcf isolate und zwei Ne-
gativkontrollen: X. vesicatoria und destilliertem/deioni-
siertem Wasser.

7.6	�Inkubation bei 28 °C, 16 h Licht, 95 % rF; 25 °C, 8 h 
Dunkelheit, 95 % rF (KKP)

7.7	�Beobachtung der Symptome von Tag 5–11 nach In-
okulation (in Abhängigkeit vom Beginn der Symp-
tomausbildung) und Vergleich mit den Positiv- und 
Negativkontrollen. Typische Xpp/Xcf-Symptome sind 
wassergesättigte Flecken. Eine Nekrose der Läsionen 
kann sich entwickeln und im Fall sehr aggressiver Iso-
late führt sie zur Ausbildung toten Gewebes (Abb. 5a–
d). Keine Läsionen erscheinen auf der Negativkontrolle 
(Abb. 6)

8	� Polymerasekettenreaktion (PCR = polymerase chain re-
action): option 2

	 (Audy et al., 1994)
8.1	�Erstellung einer schwach gesättigten Zellsuspension 

von 107 KBE/ml (OD600 nm ungefähr 0,05) in 1,0 ml ste-
rilem destilliertem/deionisertem Wasser aus den jeweils 
zu testenden Kolonien von einer YDC-Platte, sowie Po-
sitiv- und Negativkontrollen (KKP). Überführung von 
1 ml sterilen destillierten/deionisierten Wassers in ein 
separates Eppendorfgefäß zur Verwendung als negative 
Extraktionskontrolle. Für die DNA Extraktion wird die 
Suspension für 5 min bei 95 °C gekocht. Lagerung bei 
–20 °C bis zur Identifikation (KKP).

8.2	�Verwendung des folgenden Xpp/Xcf spezifischen 
Primerpaars nach Audy et al. (1994), welches ein 
PCR-Produkt von 800 bp erzeugt:

	 p7X4c: 5' GGCAACACCCGATCCCTAAACAGG 3'
	 p7X4e: 5' CGCCGGAAGCAC GAT CCTCGAAG 3'

Abb. 4. Inokulation durch Eintauchen des ersten Laubblat-
tes für 30 Sekunden in ein Becherglas mit Inokulum.

Abb. 3. Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (a) und X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (b), sind auf YDC1-Platten nach 2 
Tagen im Auftreten braun und gelb.

a b

8.3	�Herstellung des Reaktionsmixes (Seite 7-021-x, ange-
passt von INRA)(KKP). Durchführung der PCR-Reak-
tion in 0,2 ml dünnwandigen PCR-Reaktionsgefäßen in 
einem Endvolumen von 20 µl (16 µl Reaktionsmix + 
4 µl gekochte Bakteriensuspension).

8.4	�PCR Profil: Eine initiale Inkubation von 3 min bei 
94  °C, gefolgt von 35 Zyklen von jeweils 1 min bei 
94 °C, 2 min bei 72 °C, abgeschlossen von einer letz-
ten Inkubation bei 72 °C und Aufbewahrung bei 12 °C 
(KKP) Für jede Amplifikation wird zusätzlich zu den 
positiven und negativen Extraktionskontrollen aus 
8.1 eine PCR-Negativkontrolle (DNA-Extrakt ersetzt 
durch Wasser, molekularbiologischer Reinheitsgrad) 
hinzugefügt.
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7.4	�Le nombre de plantes à inoculer est de trois par isolat 
suspect.

7.5	�Inoculer les plantes avec un isolat de témoin positif 
Xpp, un isolat de témoin positif Xcf et deux témoins 
négatifs : X. vesicatoria et de l’eau distillée/désionisée.

7.6	�Incuber à 28 °C avec 16 h de lumière et 95 % d’humidi-
té relative ; 25 °C avec 8 h d’obscurité et 95 % d’humi-
dité relative (CCP).

7.7	�Noter les symptômes de 5 à 11 jours (en fonction de 
la date d’apparition des symptômes) après inoculation. 
Comparer avec les témoins positifs et négatifs. Les 
symptômes typiques de Xpp/Xcf sont des tâches hui-
leuses. Les lésions nécrotiques peuvent se développer 
et, dans le cas d’isolats très agressifs, mener à la mort 
des tissus (Fig. 5a–d). Le témoin négatif ne doit pas pré-
senter de lésions (Fig. 6).

8. Réaction de polymerisation en chaîne (PCR = polyme-
rase chain reaction) : option 2 

	 (Audy et al., 1994)
8.1	�Faire une suspension bactérienne légèrement trouble à 

107 ufc/ml (OD600 nm environ 0,05) dans 1,0 ml d’eau dis-
tillée/désionisée stérile des colonies suspectes cultivées 
sur un milieu YDC, et des témoins positifs et négatifs 
(CCP). Transférer 1  ml d’eau distillée/désionisée sté-
rile dans un autre tube Eppendorf pour utiliser comme 
témoin négatif de processus. Faire bouillir la suspen-
sion pendant 5 min à 95 °C pour l’extraction d’ADN. 
Conserver à –20 °C jusqu’à l’identification (CCP).

8.2	�Utiliser la paire d’amorces spécifiques de Xpp/Xcf 
(Audy et al., 1994) suivante qui doit donner un produit 
de PCR de 800 pb :

	 p7X4c : 5' GGCAACACCCGATCCCTAAACAGG 3'
	 p7X4e : 5' CGCCGGAAGCAC GAT CCTCGAAG 3'
8.3	�Préparer le mix de réaction (adapté par l’INRA)(CCP). 

Réaliser les réactions de PCR dans des tubes de PCR de 
0,2 ml à paroi fine dans un volume final de 20 µl (16 µl 
de mix de réaction + 4  µl de suspension bactérienne 
bouillie).

Figure 3. Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (a) et X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (b), sur boîtes de YDC après 2 jours 
sont brunes et jaunes.

Fig. 4. Inoculation par trempage des premières feuilles tri-
foliées pendant 30 s dans un bécher contenant l’inoculum.

a b

8.4	�Cycle de PCR : Un temps d’incubation intial de 3 min à 
94 °C suivi de 35 cycles comprenant 1 min à 94 °C puis 
2 min à 72 °C. Un temps d’incubation final de 10 min 
à 72 °C et infini à 12 °C (CCP). Pendant chaque cycle 
d’amplification, et en complément des témoins positifs 
et négatifs extraits en 8.1, un témoin négatif de PCR est 
ajouté (extrait d’ADN remplacé par de l’eau de qualité 
biologie moléculaire).

7-021-7
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for 5 min at 95 °C for DNA extraction. Store at –20 °C 
until identification (CCP).

8.2	�Use the following Xpp/Xcf-specific pair of primers 
from Audy et al. (1994) that will give a product of 
800bp:

	 p7X4c: 5' GGCAACACCCGATCCCTAAACAGG 3'
	 p7X4e: 5' CGCCGGAAGCAC GAT CCTCGAAG 3'
8.3	�Prepare the reaction mixture (page 7-021-18, adapted 

by INRA)(CCP). Carry out the PCR reactions in 0.2 ml 
thin-walled PCR tubes in a final volume of 20 µl (16 µl 
reaction mixture + 4 µl boiled bacterial suspension).

8.4	�PCR profile: An initial 3  min incubation at 94  °C 
followed by 35 cycles of 1  min at 94  °C, 2  min at 
72 °C. A final 10 min incubation at 72 °C and infinity 
at 12  °C (CCP). During each amplification run, in 
addition to the positive and negative controls extracted 
in 8.1, a PCR negative control (DNA extract replaced 
by molecular biology grade water) is added.

8.5	�Fractionate 10  µl of the PCR products, the negative 
process control and sterile water (negative PCR 
control) by gel electrophoresis in a 1.5 % agarose gel 
in 1× Tris acetate EDTA (TAE buffer) (CCP). Include 
a 100 bp ladder. Stain with ethidium bromide in a bath 
and rinse in water.

8.6	�Analyse the amplification products for a Xpp/
Xcf-specific product of 800 bp (CCP) = positive 
identification of Xpp/Xcf; no band = negative 
identification (Fig. 7).

	� In case of a positive identification of Xpp/Xcf by 
PCR, a pathogenicity test can be performed as 
complementary information. Bear in mind that with 
the use of the proposed primer set, false positive results 
on the Xpp/Xcf lookalike bacteria X. axonopodis pv. 
dieffenbachiae can be obtained (Audy et al., 1994); 
however, this latter bacteria is not likely to be present 
on bean seed.

Figure 3. Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf) (a) and X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (b), on YDC plates after 2 d are 
brown and yellow in appearance.

a b

Figure 4. Inoculation by dipping first trifoliate leaf for 30 s 
in a beaker containing inoculum.

StickyNote
Rules changes for 2025 _ Method 7-021
Editorial changes to update species names and processes for several seed health methods, approved by majority vote of Seed Health TCOM.

StickyNote
Rules changes for 2025 _ Method 7-021
Editorial changes to update species names and processes for several seed health methods, approved by majority vote of Seed Health TCOM.

StickyNote
Rules changes for 2025 _ Method 7-021
Editorial changes to update species names and processes for several seed health methods, approved by majority vote of Seed Health TCOM.



7-021-8 Vigente desde 1 enero 2025

Reglas Internacionales para Análisis de SemillasCapítulo 7: Métodos Validados para Análisis de Sanidad 
de Semillas

7‑
02

1:
 X

an
th

om
on

as
 p

ha
se

ol
i p

v.
 p

ha
se

ol
i e

n 
Ph

as
eo

lu
s 

vu
lg

ar
is

 (f
rij

ol
)

Figura 5. Hojas de Phaseolus vulgaris 5 a 11 después de la inoculación con las típicas manchas acuosas de 
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (a), necrosis (b, c) y tejidos muertos (d).

a b

c d

extraídos en 8.1, se debe agregar un control negativo 
de PCR (el extracto de ADN es reemplazado por agua 
grado biología molecular).

8.5	�Separar 10 µl de los productos de PCR, el control ne-
gativo del proceso y de agua estéril (control negativo 
de PCR) para realizar una electroforesis en un gel de 
agarosa 1,5 % en 1× EDTA Tris acetato (tampón TAE) 
(PCC). Incluir un marcador de peso molecular (MPM) 
de 100 pb. Teñir en un baño con bromuro de etidio y 
lavar con agua.

8.6	�Analizar los productos de amplificación específicos 
para Xpp/Xcf de 800 pb (PCC) = identificación positiva 

de Xpp/Xcf; si no hay bandas = identificación negativa 
(Fig. 7).

	� En caso de una identificación positiva de Xpp/Xcf por 
PCR, se puede realizar un análisis de patogenicidad 
como información complementaria. Tener en cuenta 
que con el uso del conjunto propuesto de cebadores, 
se pueden obtener resultados falso positivo de la bacte-
ria X. axonopodis pv. dieffenbachiae similar a Xpp/Xcf 
(Audy et al., 1994). Sin embargo, es poco probable que 
dicha bacteria esté presente en las semillas de frijol.
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8.5	�Auftrennung von 10  µl des PCR-Produktes, der ne-
gativen Extraktionskontrolle und steriles Wasser  
(negative PCR-Kontrolle) in der Gelelektrophorese in 
einem 1,5-prozentigem Agarosegel in 1× Tris-Acetat 
EDTA (TAE-Puffer)(KKP). Verwendung einer 100 
bp Leiter. Färbung des Gels in einem Ethidiumbro-
mid-Bad und nachfolgendes Waschen des Geles in 
Wasser.

8.6	�Analyse der Amplifikationsprodukte mit Xpp/Xcf-
spezifischen Produkt bei 800 bp (KKP)  = positive 

Identifikation von Xpp/Xcf, keine Bande = negative 
Identifikation (Abb. 7). 

	� Im Falle einer positiven Identifizierung von Xpp/Xcf 
durch PCR kann ein Pathogenitätstest als ergänzende 
Information durchgeführt werden. Es ist zu beachten, 
dass bei Verwendung des vorgeschlagenen Primer-Sets 
falsch-positive Ergebnisse für das Xpp/Xcf-ähnliche 
Bakterium X. axonopodis pv. dieffenbachiae erzielt 
werden können (Audy et al., 1994); dieses Bakterium 
ist jedoch auf Bohnensaatgut nicht wirklich vorhanden.

Abb. 5. Phaseolus vulgaris Blätter 5–11 Tage nach Inokulation mit typischen Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) 
Wasser-gesättigten Flecken (a), Nekrosen (b, c) und totem Gewebe (d).

a b

c d
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8.5	�Fractionner 10 μl de produits PCR, du témoin négatif 
du processus et d’eau stérile (contrôle PCR négatif) sur 
un gel d’électrophorèse (gel d’agarose à 1,5 %) dans 
du Tampon TAE 1× (Tris acétate EDTA)(CCP). Inclure 
un marqueur de taille de 100 pb. Révéler le gel dans un 
bain de bromure d’éthidium et rincer dans l’eau.

8.6	�Analyser les produits d’amplification ; avec un produit 
spécifique de Xpp/Xcf de 800 pb (CCP) = identifica-
tion positive de Xpp/Xcf  ; pas de bande = identification 
négative (Fig. 7).

	� Dans le cas d’une identification positive de Xpp/Xcf 
par PCR, un test de pouvoir pathogène peut être réa-
lisé en complément. Gardez à l’esprit qu’avec l’utili-
sation de l’ensemble d’amorces proposé, des résultats 
faussement positifs sur la bactérie X. axonopodis pv. 
dieffenbachiae, ressemblant à Xpp/Xcf, peuvent être 
obtenus (Audy et al., 1994)  ; cependant, cette bacté-
rie n’est pas supposé être présent sur les semences de 
haricot.

Fig. 5. Feuilles de haricot 5 à 11 jours après inoculation présentants des tâches huileuses (a), des nécroses (b, c) et des 
tissus morts (d) typiques de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp).

a b

c d
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Figure 5. Phaseolus vulgaris leaves 5–11 days after inoculation with typical Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) 
water-soaked spots (a), necrosis (b, c) and dead tissues (d).

a b

c d
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Figura 6. Hojas de Phaseolus vulgaris 5 a 11 días 
después de la inoculación con un control negativo.

Figura 7. Gel de agarosa mostrando las bandas específicas de Xanthomonas phaseoli 
pv. phaseoli (Xpp) de 800 pb (primers de Audy et al. (1994)).

Métodos generales
Preparación de las diluciones seriadas uno en 

diez:  Cada dilución debe ser preparada tomando con 
pipeta 0,5  ml (±5  %) de un extracto de semilla que 
esté bien mezclado o de una dilución de dicho extracto 
que haya sido realizada previamente y agregarlos a un 
frasco de tapa a rosca o un envase similar contenien-
do 4,5 ml (±2 %) de diluyente estéril; luego pasar por 
vortex para mezclar bien antes de realizar la próxima 
dilución. Se debe usar una nueva punta de pipeta esté-
ril para cada paso de dilución. Las pipetas deben ser 
chequeadas regularmente para verificar la exactitud y 
precisión y deben ser recalibradas si es necesario. Es 
aceptable preparar diluciones seriadas utilizando otros 
volúmenes siempre y cuando el laboratorio pueda de-
mostrar que se mantienen la exactitud y la precisión 
requeridas.

Siembra de diluciones:  Esto debe realizarse lo más pron-
to posible después de haber preparado las diluciones 
y efectivamente dentro de los 30 minutos. Trabajando 
desde la dilución más alta (solución más diluida) hasta 
el extracto sin diluir, tomar con pipeta 0,1 ml y verter 
en el centro de la superficie seca de la placa de agar 
rotulada. El líquido debe ser distribuido uniformemen-
te en toda la superficie del medio de cultivo con una 
varilla de vidrio doblada estéril. Si se tiene cuidado de 
trabajar desde la dilución más alta hasta la más baja 
(o extracto sin diluir), se puede usar una misma punta 
de pipeta y una misma varilla de vidrio por muestra. 
Asegurarse de que el líquido haya sido absorbido por 
el agar antes de invertir e incubar las placas. Si es nece-
sario, dejar secar las placas bajo un flujo de aire estéril 
en un gabinete de seguridad microbiológica o cámara 
de flujo laminar.

Gültig ab 1. Januar 2025
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Allgemeine Methoden
Herstellung von Zehnfach-Verdünnungsreihen:   Jede 

Verdünnung sollte durch Pipettieren von 0,5 ml (±5 %) 
aus einem gut gemischten Samenextrakt oder voraus-
gegangener Verdünnung in eine Flasche (Schraub-
verschluss) oder ähnliches Behältnis, welches 4,5 ml 
(±2 %) sterile Verdünnungslösung enthält, hergestellt 
werden. Ein gründliches Mischen durch Vortexen ist 
vor dem nächsten Verdünnungsschritt notwendig. 
Eine neue sterile Pipettenspitze sollte für jeden Ver-
dünnungsschritt verwendet werden. Pipetten sollten 
regelmäßig auf ihre Genauigkeit und Präzision über-
prüft und wenn notwendig rekalibriert werden. Es ist 
akzeptabel Zehnfach-Verdünnungsreihen mit anderen 
Volumina herzustellen, vorausgesetzt das Labor kann 
nachweisen, dass die erforderliche Genauigkeit und 
Präzision erreicht werden.

Ausplattieren der Verdünnungen:  Dies sollte zeitnah 
zur Herstellung der Verdünnungen erfolgen, aber auf 

jeden Fall innerhalb von 30 min. Beginnend mit der 
höchsten (am stärksten verdünnt) Verdünnung zum 
unverdünnten Extrakt, werden 0,1  ml mittig auf die 
trockene Agaroberfläche der beschrifteten Platte gege-
ben. Die Suspension wird dann gleichmäßig über die 
gesamte Oberfläche des Mediums mit einem Spatel 
verteilt. Wenn von der höchsten zur niedrigsten Ver-
dünnungsstufe (oder unverdünnter Extrakt) ausplattiert 
wird, ist es ausreichend mit einer Pipettenspitze und 
einem Spatel je Probe zu arbeiten. Es ist sicherzustel-
len, dass die gesamte Flüssigkeit von der Agarober-
fläche absorbiert wurde, bevor die Platten umgedreht 
und inkubiert werden. Falls notwendig, können die 
Platten unter einem sterilen Luftstrom eines mikrobio-
logischen Sicherheitsarbeitsplatzes oder einer Sterilar-
beitsbank getrocknet werden.

Auswertung der Verdünnungsreihen:  Die Ergebnis-
se werden für alle hergestellten Verdünnungsplatten 
erfasst. Die genaueste Schätzung der Bakterienzahl 
kann von Platten mit einer Gesamtzahl von 30 bis 300 

Abb. 6. Phaseolus vulgaris Blätter 5–11 Tage nach Inoku-
lation mit der Negativkontrolle.

Abb. 7. Das Agarose-Gel zeigt Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp)-spezifische 
Banden bei 800 bp (Audy et al. (1994), Primer).
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Méthodes générales
Préparation de dilutions de dix en série :  Chaque dilu-

tion devrait être préparée en introduisant à la pipette 
0,5 ml (±5 %) d’un extrait de semences bien mélangé 
ou d’une dilution précédente dans une bouteille univer-
selle (bouchon à vis) ou un récipient similaire conte-
nant 4,5 ml (±2 %) de diluant stérile, puis en vortexant 
pour mélanger avant la prochaine étape de dilution. Un 
nouvel embout de pipette stérile devrait être employé 
pour chaque étape de dilution. Des pipettes devraient 
être examinées régulièrement pour assurer l’exactitude 
et la précision et être récalibrées selon les besoins. Il 
est acceptable de préparer des dilutions de dix fois en 
utilisant d’autres volumes, à condition que le labora-
toire puisse démontrer que l’exactitude et la précision 
exigées peuvent être réalisées.

Étalement des dilutions :  Ceci devrait être fait aussitôt 
que possible après que des dilutions aient été prépa-

rées, et au maximum dans un délai de 30  min. Tra-
vailler de la dilution (la plus diluée) la plus élevée, à 
l’extrait non dilué  ; 0,1  ml est placé à la pipette sur 
le centre de la surface sèche, d’une boîte d’agar mar-
quée. Le liquide devrait alors être étalé sur la totalité 
de la surface du milieu avec un râteau. Si on prend soin 
de travailler de la plus haute à la plus basse dilution 
(ou à l’extrait non dilué) il est possible d’utiliser un 
seul embout de pipette et un seul râteau pour chaque 
échantillon. S’assurer que tout le liquide soit absorbé 
par l’agar avant de retourner et d’incuber les boîtes. 
Au besoin, laisser les boîtes sécher sous un flux d’air 
stérile sous hotte par exemple.

Notation des boîtes de dilution :  Noter les résultats pour 
toutes les boîtes de dilution. L’évaluation la plus pré-
cise des dénombrements de bactérie devrait être obte-
nue à partir des boîtes étalées avec un nombre total 
compris entre 30 et 300 colonies. Cependant ceci peut 
être compliqué selon les nombres relatifs de pathogène 

Fig. 6. Feuilles de haricot 5 à 11 jours après inoculation 
avec le témoin négatif.

Fig. 7. Gel d’agarose présentant une bande spécifique de Xanthomonas phaseoli pv. 
phaseoli (Xpp) à 800 bp (amorces Audy et al. (1994)).
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General methods
Preparation of ten-fold dilution series:  Each dilution 

should be prepared by pipetting 0.5 ml (±5 %) from 
a well-mixed seed extract or previous dilution into a 
universal bottle (screw-capped) or similar container 
containing 4.5 ml (±2 %) of sterile diluent and then 
vortexing to mix prior to the next dilution step. A new 
sterile pipette tip should be used for each dilution step. 
Pipettes should be checked regularly for accuracy 
and precision and re-calibrated as necessary. It is 
acceptable to prepare ten-fold dilutions using other 
volumes provided that the laboratory can demonstrate 
that the required accuracy and precision can be 
achieved.

Plating of dilutions:  This should be done as soon 
as possible after dilutions have been prepared and 
certainly within 30  min. Working from the highest 
(most dilute) dilution to the undiluted extract, 0.1 ml 
is pipetted onto the centre of a surface-dry, labelled 
agar plate. The liquid should then be spread evenly 
over the entire surface of the medium with a bent 
glass rod. If care is taken to work from the highest 
to the lowest dilution (or undiluted extract) a single 
pipette tip and a single bent glass rod can be used for 
each sample. Ensure that all liquid has been absorbed 
by the agar before inverting and incubating plates. If 
necessary allow plates to dry under a sterile air-flow 
in a microbiological safety cabinet or laminar flow 
hood.

Figure 6. Phaseolus vulgaris leaves 5–11 days after inocu-
lation with a negative control.

Figure 7. Agarose gel showing Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp)-specific band at 
800 bp (Audy et al. (1994), primers).
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Registro de las diluciones en las placas:  Registrar los 
resultados de todas las placas con las diluciones. La 
estimación más exacta de colonias de bacterias debe-
ría obtenerse de placas con un número total entre 30 
y 300 colonias. Sin embargo, esto puede ser bastante 
complicado dependiendo del número relativo de co-
lonias sospechosas patogénicas y otras colonias. Para 
minimizar el esfuerzo, empezar registrando la dilución 
más alta (más diluida) y contar el número de colonias 
sospechosas y otras colonias. Si el número total de co-
lonias en una placa excede en gran medida 300, tiene 
poco sentido tratar de hacer un conteo preciso si ya se 
ha obtenido un conteo más confiable de una placa con 
mayor dilución, en cuyo caso es suficiente registrar el 
número de colonias como ‘m’ (muchas) si ellas están 
separadas, o ‘c’ (confluentes) si ellas se juntan.

Placas sectorizadas:  Usando un rotulador de laboratorio, 
dibujar líneas en la base de una placa Petri estándar de 
90  mm y dividirla en 6 sectores iguales. Subcultivar 
colonias individuales de las placas con las diluciones 
y hacer una línea en zigzag dentro de un solo sector 
de la placa. Tener cuidado de dejar suficiente espacio 
entre cada aislamiento para asegurar que no se fusio-
nen al crecer. Así, en cada placa sectorizada se pueden 
subcultivar seis colonias sospechosas. Se deben usar 
placas separadas para cada muestra/sub-muestra. Si la 
pureza de los aislamientos subcultivados es dudosa, és-
tos deben ser sembrados en placas enteras para obtener 
colonias aisladas.

Informe de Resultados:  El resultado de un análisis de sa-
nidad de semillas debe indicar el nombre científico del 
patógeno detectado y el método de análisis utilizado. 
Cuando se informa en un Certificado ISTA, los resulta-
dos se ingresan bajo ‘Otras determinaciones’.

	� El informe debe indicar el número de semillas que fue-
ron analizadas. 

	� En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado en ninguna sub-muestra), los resultados deben 
ser informados como ‘no detectado’.

	� En el caso de un resultado positivo, el informe debe in-
dicar el número de sub-muestras positivas del número 
total analizado. Se puede indicar el número de ufc.

Aseguramiento de calidad
Se debe mantener un registro con la fecha y los resultados 
de las calibraciones de las pipetas.

Es esencial que las/los analistas hayan recibido el en-
trenamiento apropiado en el uso correcto de las pipetas 
automáticas.

Puntos críticos de control (PCC)

•	� Las placas de dilución preparadas a partir de los aisla-
mientos del control positivo o material de referencia, 
deben dar colonias individuales con una morfología 
típica (Paso 5.1 y 6.4).

•	� El número de colonias en las placas de dilución pre-
paradas a partir de aislamientos del control positivo 
o material de referencia, debe ser similares en ambos 
medios (Paso 5.1). Notar que la recuperación de Xcf en 
general es inferior en MT que en XCP1.

•	� El número de bacterias en las placas de las diluciones 
debe ser consistente con la dilución (ej. debe disminuir 
aproximadamente diez veces con cada dilución) (Paso 
5.1).

•	� No debe haber crecimiento en las placas de las dilucio-
nes preparadas para verificar esterilidad (Paso 5.1).

•	� Debido a la potencial presencia de aislamientos no 
patogénicos en los lotes de semillas junto con aisla-
mientos patogénicos, subcultivar, si se presentan, al 
menos un número mínimo de colonias consideradas 
sospechosas (seis por sub-muestra) (Paso 6.1) y ana-
lizar todos los aislamientos subcultivados similares a 
Xanthomonas en cada subcultivo, en los ensayos de 
patogenicidad o de PCR (Paso 6.5).

•	� Los aislamientos del control positivo deben ser inclui-
dos en cada prueba de patogenicidad (Paso 7.6).

•	� El aislamiento del control positivo debe mostrar los 
síntomas típicos en la prueba de patogenicidad (Paso 
7.8).

•	� La calidad de la leche en polvo es vital para el desa-
rrollo de hidrólisis en el medio MT. Dos proveedores 
de leche que funcionan bien son las marcas Oxoid y 
Sigma.

•	� La actividad (g) de algunos antibióticos puede variar 
entre lotes. Podría ser necesario ajustar el peso o vo-
lumen agregado para asegurar que el número final de 
unidades por litro de medio es consistente (medio MT 
y XCP1).

•	� Para la prueba de patogenicidad se debe usar una con-
centración de 107 ufc/ml ya que concentraciones más 
bajas pueden conducir a resultados falsos negativos y 
concentraciones más altas a resultados falsos positivos. 
La humedad durante la incubación debe ser bastante 
alta (mínimo 95 %) para obtener lesiones acuosas. Si 
la humedad es demasiado baja, se pueden desarrollar 
lesiones necróticas sin manchas acuosas visibles ha-
ciendo más difícil la interpretación de los resultados.

•	� Aislamientos del control positivo y negativo, control 
negativo del proceso y control negativo de la PCR de-
ben ser incluidos en cada análisis de PCR (Paso 8.1).

•	� El ADN extraído por ebullición no puede ser almace-
nado por largo tiempo. Si se almacena a –20 °C, se de-
ben usar controles positivos y negativos almacenados 
en las mismas condiciones que el ADN de los asilados 
sospechosos.

7-021-10 Gültig ab 1. Januar 2025
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Kolonien ermittelt werden. Eventuell wird dies aber 
erschwert durch den relativen Anteil von Kolonien 
des verdächtigen Krankheitserregers und anderer. Um 
den Aufwand überschaubar zu halten, sollte die Aus-
wertung mit der höchsten Verdünnung (am stärksten 
verdünnt) begonnen werden und die Zahl verdäch-
tiger X.  phaseoli pv. phaseoli und anderer Kolonien 
bestimmt werden. Wenn die Gesamtkolonienzahl der 
Platte 300 weit überschreitet, ist eine genaue Auszäh-
lung kaum möglich. Eine zuverlässigere Zählung sollte 
dann an einer Platte mit einer höheren Verdünnungs-
stufe erfolgen. Für die dicht bewachsene Platte ist es 
ausreichend, die Kolonienzahl mit „v“ (viele), sofern 
Einzelkolonien vorliegen, zu bewerten oder mit „z“ 
(zusammengelaufen) wenn keine Abgrenzungen der 
Kolonien voneinander möglich sind.

Sektorierte Platten:  Unter Verwendung eines Labor-Stif-
tes wird die Unterseite der 90 mm Standard-Petrischale 
in sechs gleich große Teile markiert. Die Subkultivie-
rung von Einzelkolonien der Verdünnungsplatten er-
folgt durch Ausstreichen einer Zickzack-Linie in ei-
nem Sektor dieser Platte. Es ist darauf zu achten, dass 
ausreichend Platz zwischen den Isolaten vorhanden 
ist, um sicherzustellen, dass bei einem Wachstum der 
Bakterien die Kolonien nicht zwischen den Isolaten 
ineinander wachsen. Separate Platten sollten für jede 
Probe/Teilprobe verwendet werden. Wenn die Rein-
heit des subkultivierten Isolates zweifelhaft ist, sollte 
es zusätzlich auf jeweils einer eigenen ganzen Platte 
ausgestrichen werden.

Berichterstattung der Ergebnisse:  Der Ergebnisbericht 
einer Gesundheitsprüfung von Saatgut sollte den wis-
senschaftlichen Name des Krankheitserregers und die 
verwendete Methode enthalten. Bei Berichterstattung 
auf einem ISTA-Bericht sind die Ergebnisse unter 
„Weitere Untersuchungsergebnisse“ einzutragen.
�Der Prüfbericht muss die Anzahl untersuchter Samen 
angeben.
�Im Falle eines negativen Ergebnisses (Pathogen in kei-
ner Teilprobe nachgewiesen) müssen die Ergebnisse 
als “nicht nachgewiesen” berichtet werden.
�Im Falle eines positiven Ergebnisses muss im Bericht 
die Anzahl der positiven Teilproben im Verhältnis zur 
Gesamtzahl der getesteten Proben angeben werden. 
Die Anzahl der KBE kann angegeben werden.

Qualitätssicherung
Aufzeichnungen zur Pipettenkalibierung (Datum und Er-
gebnisse) sollten erstellt werden.

Das Personal sollte über ausreichende Erfahrung im 
Umgang mit Pipetten verfügen.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•	� Verdünnungsplatten, die von der Positivkontrolle oder 
Referenzmaterial erstellt wurden, sollten Einzelkoloni-
en mit typischer Morphologie zeigen (Schritt 5.1 und 
6.4).

•	� Die Zahl der Kolonien der Verdünnungsplatte basie-
rend auf der Positivkontrolle oder dem Referenzmateri-
al sollte auf beiden Medien gleich sein (Schritt 5.1). Zu 
beachten ist, dass das Wachstum des Xcf auf MT-Medi-
um generell geringer ist als auf XCP1-Medium.

•	� Die Zahl der Bakterienkolonien auf den Verdünnungs-
platten sollte mit der ausgestrichenen Verdünnung 
übereinstimmen (z. B. ungefähr zehnfache Reduktion 
je Verdünnungsstufe)(Schritt 5.1).

•	� Bei der Sterilkontrolle (inkl. aller Verdünnungsplatten) 
darf kein Bakterienwachstum auftreten (Schritt 5.1).

•	� Aufgrund der möglichen Präsenz nicht-pathogener 
Isolate zusammen mit pathogenen Isolaten in Saat-
gutpartien, ist eine Subkultivierung, soweit vorhanden 
von mindestens der kleinsten Zahl verdächtiger Kolo-
nien (6 je Teilprobe) notwendig (Schritt 6.1) und alle 
Xanthomonas-ähnlichen subkultivierten Isolate sind in 
Pathogenitätstests oder PCR-Untersuchungen zu prü-
fen (Schritt 6.5).

•	� Die Positivkontrolle muss in jedem Pathogenitätstest 
mitgeführt werden (Schritt 7.6).

•	� Die Positivkontrolle muss typische Symptome im Pa-
thogenitätstest aufweisen (Schritt 7.8).

•	� Die Qualität des Milchpulvers ist entscheidend für die 
Entwicklung der Stärkehydrolyse des MT-Mediums. 
Zwei Milchpulver-Quellen, die sich bewährt haben, 
stammen von Oxoid und Sigma.

•	� Die Aktivität je Gramm Antibiotikum kann zwischen 
den Chargen variieren. Es ist daher notwendig, die zu-
gesetzte Menge (Gewicht oder Volumen) anzupassen, 
um die Endkonzentration der Einheiten je Liter Medi-
um konstant zu halten (MT und XCP1-Medium).

•	� Für den Pathogenitätstest muss eine Konzentration von 
107 KBE/ml verwendet werden, da niedrigere Konzen-
trationen zu falsch-negativen Ergebnissen führen und 
höhere Konzentrationen zu falsch-positiven Ergeb-
nissen. Die Luftfeuchte muss während der Inkubation 
sehr hoch sein (Minimum 95 %), um wassergesättigte 
Läsionen zu erhalten. Wenn die Luftfeuchte zu niedrig 
ist, entwickeln sich nekrotische Läsionen ohne sicht-
bare wassergesättigte Flecken, wodurch die Einschät-
zung der Ergebnisse erschwert wird.

•	� Positiv- und Negativkontroll-Isolate, eine negative 
Extraktionskontrolle und eine Negativ-PCR-Kontrolle 
sollten in jeder PCR-Untersuchung mitgeführt werden 
(Schritt 8.1). 

•	� Gekochte DNA-Extrakte können nicht für sehr lange 
Zeit aufbewahrt werden. Sollten sie bei –20 °C gela-
gert werden, müssen Positiv- und Negativkontrollen 
unter denselben Bedingungen gelagert werden, wie die 
DNA der zu untersuchenden Isolate.

7-021-10 Effectives 1er janvier 2025
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suspect et d’autres colonies. Afin de réduire au mini-
mum les efforts, commencer la notation avec la dilu-
tion la plus élevée (la plus diluée) et compter le nombre 
de colonies suspectes et le nombre d’autres colonies. 
Si le nombre de colonies d’une boîte excède considé-
rablement 300 essayer de réaliser un comptage précis 
n’apportera pas d’avantage si un compte plus fiable a 
été déjà obtenu à partir d’une boîte plus diluée, dans 
ce cas il est suffisant de noter le nombre de colonies 
comme « m » (“many” = beaucoup) si elles sont encore 
séparées ou « c » (confluentes) si elles se touchent.

Boîtes en secteurs :  Tracer des lignes sur le fond d’une 
boîte de Petri de 90 mm avec un marqueur pour la divi-
ser en six secteurs égaux. Repiquer les colonies iso-
lées des boîtes de dilution et faire une strie en zigzag 
dans un secteur simple de la boîte. S’assurer de laisser 
suffisamment d’espace entre chaque isolat pour que 
les colonies ne deviennent pas confluentes. Ainsi six 
colonies suspectes peuvent être repiquées par boîte en 
secteurs. Des boîtes différentes devraient être utilisés 
pour chaque échantillon/sous-échantillon. Si la pureté 
des isolats repiqués est douteuse, ils devraient être à 
nouveau repiqués sur des boîtes entières.

Indication des résultats :  Le résultat d’un essai de qua-
lité sanitaire des semences devrait indiquer le nom 
scientifique du pathogène détecté et la méthode d’essai 
employée. Les résultats sont écrits dans « Autres déter-
minations » dans le Bulletin ISTA.
�Le rapport doit indiquer le nombre de semences testées.
�Dans le cas d’un résultat négatif (pathogène non détec-
té sur aucun sous-échantillon), les résultats doivent être 
rapportés comme « non détecté ».
�En cas de résultat positif, le rapport doit indiquer le 
nombre de sous-échantillons positifs par rapport au 
nombre total testé. Le nombre d’ufc peut être indiqué.

Assurance qualité
Garder une trace de la date et des résultats des contrôles de 
calibrage de pipette.

Il est essentiel que les opérateurs aient reçu la for-
mation appropriée et utilisent les pipettes automatiques 
correctement.

Points critiques de contrôle (CCP)

•	� Les boîtes de dilutions préparées à partir des témoins 
positifs ou de matériaux de référence doivent présenter 
des colonies isolées de morphologie typique (étapes 
5.1 et 6.4).

•	� Le nombre de colonies des boîtes de dilution prépa-
rées à partir des témoins positifs ou de matériaux de 
référence devraient être similaires sur les deux milieux 

(étape 5.1). Noter que le nombre de colonies du Xcf ré-
cupéré est en général plus faible sur MT que sur XCP1.

•	� Le nombre de bactéries des boîtes de dilution devrait 
être conforme à la dilution (c.-à-d. devrait diminuer 
environ dix fois avec chaque dilution)(étape 5.1).

•	� Il ne devrait y avoir aucune croissance sur les boîtes de 
dilution de contrôle de stérilité (étape 5.1).

•	� Il est possible que des souches non pathogènes soient 
présentes dans les lots de semences ainsi que des 
souches pathogènes, c’est pourquoi il est essentiel de 
repiquer, si elles sont présentes, au moins le nombre 
minimum spécifié de colonies suspectes (six par sous-
échantillon)(étape 6.1), et de tester tous les isolats 
repiqués ressemblant au Xanthomonas pour effectuer 
un test de pouvoir pathogène ou un test de PCR (étape 
6.5).

•	� Des témoins positifs devraient être inclus dans chaque 
test de pouvoir pathogène (étape 7.6).

•	� Le témoin positif doit produire des symptômes ty-
piques dans le test de pouvoir pathogène (étape 7.8).

•	� La qualité du lait en poudre est essentielle pour la pro-
duction d’hydrolyse du lait dans le milieu MT. 2 ori-
gines de lait fonctionnant bien sont : Oxoid et Sigma.

•	� Les unités par gramme de quelques antibiotiques 
peuvent changer entre les lots. Il peut être nécessaire 
d’ajuster le poids ou le volume ajouté pour s’assurer 
que le nombre final d’unités par litre de milieu est 
conforme (milieux MT et XCP1).

•	� Pour le test de pouvoir pathogène, une suspension 
concentrée à 107 ufc/ml doit être utilisée, puisque une 
concentration plus basse peut amener à obtenir des 
résultats faux négatifs et une concentration trop élevée 
à des faux positifs. Le taux d’humidité pendant l’incu-
bation doit être très élevé (au minimum 95  %) pour 
obtenir des tâches huileuses. Si le taux d’humidité est 
trop bas, des lésions nécrotiques peuvent se développer 
sans aucune tâche huileuse visible, ce qui rend plus dif-
ficile l’interprétation des résultats. 

•	� Des isolats de témoins positif et négatif, le témoin 
négatif de processus et le témoin négatif PCR doivent 
être inclus dans tout test de PCR (étape 8.1).

•	� L’ADN extrait par ébullition ne peut pas être stocké 
pendant une longue durée. Si un stockage à –20  °C 
est réalisé, les témoins positif et négatif stockés dans 
les mêmes conditions que l’ADN des isolats suspects 
doivent être utilisés.

•	� La préparation du mix de PCR (étapes 8.1, 8.4) et la 
préparation du gel d’agarose pour l’électrophorèse 
(étape 8.5) devrait être adapté au matériel et équipe-
ment disponible dans les laboratoires réalisant les ana-
lyses de Xpp/Xcf, à condition que les résultats soient 
validés par les contrôles de PCR.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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Recording of dilution plates:  Record the results for 
all dilution plates. The most accurate estimate of 
bacterial numbers should be obtained from spread 
plates with total number between 30 and 300 colonies. 
However this may be further complicated depending 
on the relative numbers of suspect pathogen and other 
colonies. In order to minimise effort, start recording 
with the highest dilution (most dilute) and count the 
number of suspect and the number of other colonies. 
If the total number of colonies on a plate greatly 
exceeds 300 there is little value in trying to make a 
precise count if a more reliable count has already been 
obtained from a more dilute plate, in which case it 
is sufficient to record the number of colonies as ‘m’ 
(many) if they are still separate or ‘c’ (confluent) if 
they have run together.

Sectored plates:  Using a laboratory marker pen, draw 
lines on the base of a standard 90  mm plate (Petri 
dish) to divide it into six equal sectors. Subculture 
single colonies from dilution plates and make a 
single zigzagged streak within a single sector on the 
plate. Take care to leave sufficient space between 
each isolate to ensure the growth does not coalesce. 
Thus six suspect colonies can be subcultured to each 
sectored plate. Separate plates should be used for 
each sample/subsample. If the purity of subcultured 
isolates is doubtful, they should be further streaked 
out on whole plates.

Reporting results:  The result of a seed health test 
should indicate the scientific name of the pathogen 
detected and the test method used. When reported on 
an ISTA Certificate, results are entered under ‘Other 
Determinations’.
�The report must indicate the number of seeds tested. 
�In the case of a negative result (pathogen not detected 
in any subsample), the results must be reported as ‘not 
detected’.
�In the case of a positive result, the report must indicate 
the number of positive subsamples out of the total 
number tested. The number of cfu can be indicated.

Quality assurance
A record should be kept of the date and results of pipette 
calibration checks.

It is essential that operators have received appropriate 
training and use automatic pipettes correctly.

Critical control points (CCP)

•	� Dilution plates prepared from positive control 
isolate(s) or reference material, should give single 
colonies with typical morphology (Step 5.1 and 6.4).

•	� The numbers of colonies on dilution plates prepared 
from the positive control isolate(s) or reference 
material should be similar on both media (Step 5.1). 
Note that recovery of Xcf is in general lower on MT 
than on XCP1.

•	� Numbers of bacteria on dilution plates should be 
consistent with the dilution (i.e. should decrease 
approximately ten-fold with each dilution)(Step 5.1).

•	� There should be no growth on dilution plates prepared 
as a sterility check (Step 5.1).

•	� Due to the potential for non-pathogenic isolates to be 
present in seedlots together with pathogenic isolates, 
it is essential to subculture if present, at least the 
minimum number of suspect colonies specified (six 
per subsample)(Step 6.1), and to test all Xanthomonas-
like subcultured isolates in pathogenicity or PCR test 
(Step 6.5).

•	� Positive control isolates should be included in every 
pathogenicity test (Step 7.6).

•	� The positive control isolate should give typical 
symptoms in a pathogenicity test (Step 7.8).

•	� The quality of milk powder is vital to develop the 
hydrolysis of milk in MT medium. Two milk sources 
that work well are Oxoid and Sigma brands.

•	� The activity (g) of some antibiotics may vary between 
batches. It may be necessary to adjust the weight 
or volume added to ensure that the final number of 
units per litre of medium is consistent (MT and XCP1 
media).

•	� For pathogenicity assay, a concentration of 107 cfu/ml 
must be used as lower concentrations can lead to false 
negative results and higher concentrations to false 
positive results. The humidity during incubation must 
be very high (minimum 95 %) to obtain water-soaked 
lesions. If the humidity is too low, necrotic lesions 
can develop without any visible water-soaked spot, 
making more difficult the interpretation of the result.

•	� Positive and negative control isolates, negative 
process control and negative PCR control should be 
included in every PCR test (Step 8.1).

•	� DNA extracted by boiling cannot be stored for a very 
long time. If stored at -20 °C, positive and negative 
controls stored in the same conditions as suspect 
isolates’ DNA must be used.

•	� The preparation of PCR mixture (Step 8.1, 8.4), and 
the preparation of agarose gel for electrophoresis 
(Step 8.5) should be adapted to available material and 
equipment of individual laboratories testing for Xpp/
Xcf, under the condition that results will be validated 
on PCR controls.

StickyNote
Rules changes for 2025 _ Method 7-021
Editorial changes to update species names and processes for several seed health methods, approved by majority vote of Seed Health TCOM.

StickyNote
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Editorial changes to update species names and processes for several seed health methods, approved by majority vote of Seed Health TCOM.
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•	� La preparación de la mezcla de PCR (Paso 8.1, 8.4) 
y la preparación del gel de agarosa para electroforesis 
(Paso 8.5) deben ser adaptados para el material y equi-
po disponible por cada laboratorio en particular que 
analiza Xpp/Xcf, bajo la condición que los resultados 
sean validados por los controles en la PCR.

Medios y soluciones
Solución salina estéril

(Van Vuurde et al., 1989)

Cloruro de sodio (NaCI):  8,5 g
Agua destilada/desionizada:  1000 ml

Preparación

1.	 Pesar todos los reactivos en un recipiente adecuado.
2.	 Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3.	 Disolver y distribuir en los recipientes finales.
4.	 Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.
5.	 Para la extracción de semillas, agregar 0,2 ml de 

Tween™ 20 estéril cada 1000 ml.

Almacenaje

Siempre que los recipientes estén herméticamente cerra-
dos, pueden ser almacenados por varios meses antes de 
usar.

Medio agar Milk Tween™ (MT)

(adaptación de Goszczynska y Serfontein, 1998)

Sección A
Proteosa peptona N° 3:  10,0 g
CaCl2:  0,25 g
Tirosina:  0,5 g
Agar:  15,0 g
Agua destilada/desionizada:  500 ml

Sección B
Leche en polvo descremada (Oxoid, Sigma) PCC:  10,0 g 
Agua destilada/desionizada:  500 ml

Sección C
Tween™ 80:  10,0 ml

Sección D
Nystatinaa:  40 mg (1 ml)
Cefalexinab:  80 mg (1 ml)
Vancomicinac:  10 mg (1 ml)

a–c Agregar después de autoclavar. Las cantidades de anti-
bióticos son a modo de guía solamente (PCC).

a Disolver 400 mg de nistatina en 10 ml de etanol 70 %.
b Disolver 800 mg de cefalexina en 10 ml de etanol 70 %.
c Disolver 100 mg vancomicina en 10 ml de etanol 70 %.

Esterilizar mediante filtración cuando los antibióticos se 
disuelven en agua en lugar de etanol 70 %.

Nota:  La cicloheximida puede usarse como una alter-
nativa a la nistatina para el control de hongos. Disolver 
500 mg de cicloheximida en 10 ml de etanol 70 % y agre-
gar 1 ml al medio frío.

Preparación

1.	 Pesar todos los reactivos de la sección A en un reci-
piente adecuado.

2.	 Agregar 500 ml de agua destilada/desionizada.
3.	 Disolver los reactivos.
4.	 En un recipiente separado, disolver la leche descrema-

da en polvo en 500 ml de agua destilada.
5.	 Por separado, preparar 10 ml de Tween™ 80.
6.	 Esterilizar por separado las preparaciones de la 

sección A, solución de leche en polvo (sección B) 
y Tween™ 80 (sección C) a 121 °C, 15 psi por 15 
minutos.

7.	 Después de la esterilización de todos los componen-
tes, agregar asépticamente la preparación de leche 
descremada y Tween™ 80 a los ingredientes esterili-
zados de la sección A.

8.	 Preparar las soluciones de antibióticos (sección D).
9.	 Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C y 

agregar los antibióticos.
10.	Mezclar suavemente evitando que se produzcan bur-

bujas de aire y verter 22 ml por placa de 90 mm.
11.	Dejar secar las placas en una campana de flujo lami-

nar o similar antes de usar.

Almacenaje

Almacenar las placas preparadas invertidas en bolsas de 
polietileno a 4–8  °C y usar dentro de las dos semanas 
luego de la preparación para asegurar la actividad de los 
antibióticos.

Gültig ab 1. Januar 2025
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•	� Die Herstellung des PCR-Reaktionsmixes (Schritt 
8.1, 8.4) und die Herstellung des Agarosegels für die 
Elektrophorese (Schritt 8.5) sollten an das verfügbare 
Material und die verfügbare Ausstattung des jeweili-
gen Labors angepasst werden, damit die Untersuchung 
auf Xpp/Xcf, unter den Bedingungen erfolgt, für die die 
PCR-Kontrollen validiert sind.

Medien und Lösungen
Sterile Salzlösung

(van Vuurde et al., 1989)

Natriumchlorid (NaCl):  8,5 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser:  1000 ml

Herstellung

1.	� Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes 
Gefäß.

2.	� Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.	� Lösen und in die später zu verwendenden Behältnisse 
abfüllen.

4.	� Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.
5.	� Für die Samenextraktion werden 0,2 ml sterilen 

Tween™ 20 je Liter zugegeben.

Lagerung

Bei gut verschlossenen Behältnissen ist eine Lagerung 
der sterilen Salzlösung für mehrere Monate möglich.

MT (Milch-Tween™)-Medium

(angepasst nach Goszczynska & Serfontein, 1998)

Abschnitt A
Proteose Pepton Nr. 3:  10,0 g
CaCl2:  0,25 g
Tyrosin:  0,5 g
Agar:  15,0 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser:  500 ml

Abschnitt Β
Feines Milchpulver (Oxoid, Sigma; KKP):  10,0 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser:  500 ml

Abschnitt C
Tween™ 80:  10,0 ml

Abschnitt D
Nystatina:  40 mg (1 ml)
Cephalexinb:  80 mg (1 ml)
Vancomycinc:  10 mg (1 ml)

a–c �Zugabe nach dem Autoklavieren. Mengen sind nur 
Richtwerte (KKP).

a �Lösen von 400 mg Nystatin in 10  ml 70-prozentigen 
Ethanol.

b �Lösen von 800 mg Cephalexin in 10 ml 70-prozentigen 
Ethanol.

c �Lösen von 100 mg Vancomycin in 10 ml 70-prozentigen 
Ethanol.

Wenn die Antibiotika in Wasser statt 70-prozentigem Etha-
nol gelöst werden, ist eine Filtersterilisierung nötig.

Anmerkung:  Cycloheximid kann als Alternative für 
Nystatin zur Unterdrückung des Pilzwachstums verwendet 
werden. Lösen von 500 mg Cycloheximid in 10 ml 70-pro-
zentigen Ethanol. Zugabe von 1 ml je Liter Medium.

Herstellung

1.	� Einwiegen aller Komponenten aus Abschnitt A in ein 
geeignetes Gefäß.

2.	� Zugabe von 500 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.	� Lösen der Komponenten.
4.	� In einem weiteren Gefäß das Milchpulver in 500 ml 

destilliertem Wasser lösen.
5.	� Separates Herstellen von 10 ml Tween™ 80.
6.	� Sterilisieren der hergestellten Lösung aus Abschnitt 

A, Milchpulverlösung (Abschnitt B) und Tween™ 80 
(Abschnitt C) jeweils separat bei 121 °C und 15 p.s.i. 
für 15 min.

7.	� Anschließend unter sterilen Bedingungen zur Lösung 
aus Abschnitt A die Milchpulverlösung und Tween™ 
80 (Abschnitt C) hinzufügen

8.	� Herstellung der Antibiotikalösung (Abschnitt D).
9.	� Vor Zugabe von Antibiotika das Medium auf 50 °C 

abkühlen lassen.
10.	�Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums, 

um Luftblasenbildung zu vermeiden, und Gießen der 
Platten (22 ml je 90 mm Petrischale).

11.	�Trocknen der Platten in der Sterilarbeitsbank oder 
ähnlichem vor der weiteren Verwendung.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 4–8 °C gelagert und innerhalb von 
zwei Wochen verwendet werden, um die Aktivität der An-
tibiotika zu gewährleisten.

Effectives 1er janvier 2025
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Milieux et solutions
Solution saline stérile

(van Vuurde et al., 1989)

Chlorure de sodium (NaCl) :  8,5 g
Eau distillée/désionisée :  1000 ml

Préparation

1.	� Peser tous les ingrédients dans un récipient approprié.
2.	� Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.	� Dissoudre et distribuer dans les récipients finaux.
4.	� Autoclaver à 121 °C et 15 p.s.i. pendant 15 min.
5.	� Pour l’extraction des semences, ajouter 0,2 ml de 

Tween™ 20 stérile par litre.

Stockage

Si des récipients sont bien fermés, la solution saline stérile 
peut être stockée pendant plusieurs mois avant emploi.

Milieu agar MT (Milk Tween™)

(Goszczynska & Serfontein, 1998)

Section A
Proteose peptone no. 3 :  10,0 g
CaCl2 :  0,25 g
Tyrosine :  0,5 g
Agar :  15,0 g
Eau distillée/désionisée :  500 ml

Section B
Lait en poudre (Oxoid, Sigma ; CCP) :  10,0 g
Eau distillée/désionisée :  500 ml

Section C
Tween™ 80 :  10,0 ml

Section D
Nystatinea :  40 mg (1 ml)
Cephalexineb :  80 mg (1 ml)
Vancomycinec :  10 mg (1 ml)

a–c Ajoutés après autoclavage. Quantités à titre indicatif 
seulement (CCP).
a �Dissoudre 400 mg de nystatine dans 10  ml d’éthanol 

70 %.
b �Dissoudre 800 mg de cephalexine dans 10 ml d’éthanol 

70 %.
c �Dissoudre 100 mg de vancomycine dans 10 ml d’éthanol 

70 %.

Stériliser par filtration quand les antibiotiques sont dissous 
dans l’eau au lieu de l’ éthanol 70 %.

Remarque :  la cycloheximide (50 ppm) peut être utilisée 
à la place de la nystatine pour contrôler les champignons. 
Dissoudre 500 mg de cycloheximide dans 10 ml d’éthanol 
70 %, ajouter 1 ml pour refroidir le milieu.

Préparation

1.	� Peser tous les ingrédients de la section A dans un réci-
pient approprié.

2.	� Ajouter 500 ml d’eau distillée/désionisée.
3.	� Dissoudre les ingrédients.
4.	� Dans un récipient séparé, dissoudre le lait en poudre 

dans 500 ml d’eau distillée/désionisée.
5.	� Préparer séparément 10 ml de Tween™ 80.
6.	� Stériliser les préparations de la section A, le lait en 

poudre (section B) et le Tween™ 80 (section C) sépa-
rément à 121 °C et à 15 p.s.i. pendant 15 min.

7.	� Après stérilisation de tous les composants, ajouter 
aseptiquement les préparations de lait en poudre sté-
rilisé et de Tween™ 80 stérilisé aux ingrédients de la 
section A.

8.	� Préparer les solutions d’antibiotique (section D)
9.	� Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C avant d’ajou-

ter les antibiotiques.
10.	�Bien mélanger le milieu doucement pour éviter les 

bulles d’air et remplir les boîtes (22  ml par boîte de 
90 mm).

11.	�Laisser les boîtes sécher sous hotte ou un équipement 
similaire avant emploi.

Stockage

Stocker les boîtes préparés retournées dans des sacs de 
polythène à 4–8 °C et utiliser dans un délai de 2 semaines 
après préparation pour garantir l’activité des antibiotiques.

7-021-11

Chapter 7: Validated Seed Health Testing MethodsInternational Rules for Seed Testing

Effective 1 January 2025

7‑
02

1:
 X

an
th

om
on

as
 p

ha
se

ol
i p

v.
 p

ha
se

ol
i i

n 
Ph

as
eo

lu
s 

vu
lg

ar
is

 (b
ea

n)

Media and solutions
Sterile saline

(van Vuurde et al., 1989)

Sodium chloride (NaCl):  8.5 g
Distilled/deionised water:  1000 ml

Preparation

1.	� Weigh out all ingredients into a suitable container.
2.	� Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.	� Dissolve and dispense into final containers.
4.	� Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.
5.	� For extraction of seeds, add 0.2 ml of sterile 

Tween™ 20 per 1000 ml.

Storage

Provided containers are tightly closed, may be stored for 
several months before use.

Milk Tween™ agar medium

(adapted from Goszczynska & Serfontein, 1998)

Section A
Proteose peptone no. 3:  10.0 g
CaCl2:  0.25 g
Tyrosine:  0.5 g
Agar:  15.0 g
Distilled/deionised water:  500 ml

Section B
Skim milk powder (Oxoid, Sigma) CCP:  10.0 g
Distilled/deionised water:  500 ml

Section C
Tween™ 80:  10.0 ml

Section D
Nystatina:  40 mg (1 ml)
Cephalexinb:  80 mg (1 ml)
Vancomycinc:  10 mg (1 ml)

a–c Added after autoclaving. Antibiotic amounts for 
guidance only (CCP).
a �Dissolve 400 mg nystatin in 10 ml 70 % ethanol.
b �Dissolve 800 mg cephalexin in 10 ml 70 % ethanol.
c �Dissolve 100 mg vancomycin in 10 ml 70 % ethanol.

Filter sterilise when antibiotics are dissolved in water 
rather than 70 % ethanol.

Note:  Cycloheximide can be used as an alternative 
for nystatin to control fungi. Dissolve 500 mg of 
cycloheximide in 10 ml 70 % ethanol, add 1 ml to cool 
medium.

Preparation

1.	� Weigh out all ingredients in section A into a suitable 
container.

2.	� Add 500 ml of distilled/deionised water.
3.	� Dissolve ingredients.
4.	� In a separate container, dissolve skim milk powder in 

500 ml distilled/deionised water.
5.	� Separately prepare 10 ml Tween™ 80.
6.	� Sterilise preparations from section A, skim milk 

solution (section B) and Tween™ 80 (section C) 
separately at 121 °C, 15 psi for 15 min.

7.	� After sterilisation, of all components aseptically 
add sterilised skim milk preparation and sterilised 
Tween™ 80 to sterilised ingredients in section A.

8.	� Prepare antibiotic solutions (section D).
9.	� Allow medium to cool to approximately 50  °C and 

add antibiotics.
10.	�Mix gently to avoid air bubbles and pour plates 22 ml 

per 90 mm plate.
11.	�Leave plates to dry in laminar flow bench or similar 

before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at 
4–8 °C and use within two weeks of preparation to ensure 
activity of antibiotics.
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Medio XCP1

(adaptado por McGuire et al., 1986)

Sección A
KBr:  10,0 g
CaCl2:  0,25 g
Almidón soluble de papa:  10,0 g
Peptona:  10,0 g
Agar:  15,0 g
Cristal violeta (solución acuosa 1 %):  0,15 ml
Agua destilada/desionizada:  1000 ml

Sección B
Tween™ 80:  10,0 ml

Sección C
Nistatinaa:  40 mg (1 ml)
Cefalexinab:  10 mg (1 ml)
Fluorouraciloc:  3 mg (1 ml)
Tobramicinad:  0,16 mg (1 ml)

a–d Agregar después de autoclavar. Las cantidades de anti-
bióticos son sólo una guía (PCC).

a Disolver 400 mg de nistatina en 10 ml de etanol 70 %.
b Disolver 100 mg de cefalexina en 10 ml de etanol 70 %.
c Disolver 30 mg fluorouracil en 100 ml de etanol 70 %.
d Disolver 16 mg de Tobramicina en 100 ml de etanol 

70 %.

Esterilizar los antibióticos mediante filtración si éstos es-
tán disueltos en agua en lugar de etanol 70 %.

Nota:  La cicloheximida puede usarse como una alter-
nativa a la nistatina para el control de hongos. Disolver 
500 mg de cicloheximida en 10 ml de etanol 70 % y agre-
gar 1 ml al medio frío.

Preparación

1.	 Pesar todos los reactivos de la sección A en un reci-
piente adecuado.

2.	 Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3.	 Disolver los ingredientes.
4.	 Agregar el cristal violeta
5.	 Esterilizar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.
6.	 Estirilizar 10 ml de Tween™ 80 por separado (sección 

B) a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.
7.	 Agregar asépticamente Tween™ 80 a los reactivos de 

la sección A.
8.	 Preparar las soluciones de antibióticos.
9.	 Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C y 

agregar los antibióticos.

10.	Mezclar suavemente para evitar burbujas de aire y 
verter en las placas (22 ml por placa de 90 mm).

11.	Dejar secar las placas en una campana de flujo lami-
nar o similar antes de usar.

Almacenaje

Almacenar las placas preparadas en posición invertida en 
bolsas de polietileno a 4–8  °C y usar dentro de las dos 
semanas luego de la preparación para asegurar la actividad 
de los antibióticos.

Dependiendo de la procedencia del almidón, pre-al-
macenar en el refrigerador durante varios días antes de 
usar para que las zonas de hidrólisis resulten visibles más 
fácilmente. 

Agar yeast dextrose chalk (YDC)

(Wilson et al., 1967)

Agar (BD Bacto™ Agar):  15,0 g
Extracto de levadura:  10,0 g
CaCO3 (polvo liviano):  20,0 g
D-Glucosa (Dextrosa):  20,0 g
Agua destilada/desionizada:  1000 ml

Preparación

1.	 Pesar todos los reactivos en un recipiente cuyo tama-
ño sea mayor al volumen total del medio a preparar 
(ej. una botella/frasco de 500 ml para 250 ml de me-
dio) para permitir agitar el medio justo antes de verter 
a las placas.

2.	 Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3.	 Calentar para disolver.
4.	 Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.
5.	 Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C.
6.	 Agitar para asegurar una distribución uniforme del 

CaCO3 y evitar burbujas de aire y verter en las placas 
(22 ml por placa de 90 mm).

7.	 Dejar enfriar las placas bajo campana de flujo laminar 
o similar antes de usar.

Almacenaje

Almacenar las placas invertidas en bolsas de polietileno a 
8–20  °C. Las placas preparadas pueden ser almacenadas 
durante varios meses siempre y cuando no se deshidraten.
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XCP1-Medium

(angepasst nach McGuire et al., 1986)

Abschnitt A
KBr:  10,0 g
CaCl2:  0,25 g
Lösliche Kartoffelstärke:  10,0 g
Pepton:  10,0 g
Agar:  15,0 g
Crystal Violet (1 % wässrige Lösung):  0,15 ml
Destilliertes/deionisiertes Wasser:  1000 ml

Abschnitt B	
Tween™ 80:  10,0 ml

Abschnitt C	
Nystatina:  40 mg (1 ml)
Cephalexinb:  10 mg (1 ml)
Fluorouracilc:  3 mg (1 ml)
Tobramycind:  0,16 mg (1 ml)

a–d �Zugabe nach dem Autoklavieren. Mengen sind nur 
Richtwerte (KKP).

a �Lösen von 400 mg Nystatin in 10  ml 70-prozentigen 
Ethanol.

b �Lösen von 100 mg Cephalexin in 10 ml 70-prozentigen 
Ethanol.

c �Lösen von 30 mg Fluorouracil in 100 ml 70-prozentigen 
Ethanol.

d �Lösen von 16 mg Tobramycin in 100 ml 70-prozentigen 
Ethanol.

Wenn die Antibiotika in Wasser statt 70-prozentigem Etha-
nol gelöst werden, ist eine Filtersterilisierung nötig.

Anmerkung:  Cycloheximid kann als Alternative zu Nys-
tatin zur Unterdrückung des Pilzwachstums verwendet 
werden. Lösen von 500 mg Cycloheximid in 10 ml 70-pro-
zentigen Ethanol. Zugabe von 1 ml je Liter Medium.

Herstellung

1.	� Einwiegen aller Komponenten aus Abschnitt A in ein 
geeignetes Gefäß.

2.	� Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.	� Lösen der Komponenten.
4.	� Zugabe von Crystal Violet.
5.	� Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.
6.	� Separates Autoklavieren von 10 ml Tween™ 80 (Ab-

schnitt B) bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.
7.	� Nach dem Autoklavieren steriles Überführen von 

sterilem Tween™ 80 in die Lösung von Abschnitt A.
8.	� Herstellung der Antibiotikalösung.

9.	� Vor Zugabe von Antibiotika das Medium auf 50 °C 
abkühlen lassen.

10.	�Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums, 
um Luftblasenbildung zu vermeiden, und Gießen der 
Platten (22 ml je 90 mm Petrischale).

11.	�Trocknen der Platten in der Sterilarbeitsbank oder 
ähnlichem vor der weiteren Verwendung.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 4–8 °C gelagert und innerhalb von 
zwei Wochen verwendet werden, um die Aktivität der An-
tibiotika zu gewährleisten.

In Abhängigkeit von der Stärkeherkunft kann eine Vor-
kühlung im Kühlschrank für einige Tage vor der Verwen-
dung die Detektion der Stärkehydrolyse vereinfachen.

Hefe-Dextrose-Kalk-Agar-Medium 
(YDC-Agar)

(Wilson et al., 1967)

BD Bacto™ Agar:  15,0 g
Hefeextrakt:  10,0 g
CaCO3 (leicht, Pulver):  20,0 g
D-Glucose (Dextrose):  20,0 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser:  1000 ml

Herstellung

1.	� Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes aus-
reichend großes Gefäß (z. B. 250 ml Medium in einer 
500 ml Flasche oder Kolben), um ein gründliches Mi-
schen des Mediums vor dem Gießen zu ermöglichen.

2.	� Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.	� Erhitzen zum Lösen.
4.	� Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.
5.	� Das Medium auf 50 °C abkühlen lassen.
6.	� Gründliches Rühren, um die Verteilung des CaCO3 zu 

gewährleisten, wobei darauf zu achten ist, dass keine 
Luftblasen gebildet werden, und Gießen der Platten 
(22 ml je 90 mm Petrischale).

7.	� Trocknen der Platten in der Sterilarbeitsbank oder 
ähnlichem vor der weiteren Verwendung.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 8–20  °C gelagert werden. Solange 
die Platten nicht austrocknen, ist eine Lagerung für mehre-
re Monate möglich.
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Milieu XCP1

(adapté de McGuire et al., 1986)

Section A
KBr :  10,0 g
CaCl2 :  0,25 g
Amidon de pomme de terre soluble :  10,0 g
Peptone :  10,0 g
Agar :  15,0 g
Cristal violet (1 % acqueux) :  0,15 ml
Eau distillée/désionisée :  1000 ml

Section B
Tween™ 80 :  10,0 ml

Section C
Nystatinea :  40 mg (1 ml)
Cephalexineb :  10 mg (1 ml)
Fluorouracilec :  3 mg (1 ml)
Tobramycined :  0,16 mg (1 ml)

a–d Ajouté après autoclavage. Quantités à titre indicatif seu-
lement (CCP).
a �Dissoudre 400 mg de nystatine dans 10  ml d’éthanol 

70 %.
b �Dissoudre 100 mg de cephalexine dans 10 ml d’éthanol 

70 %.
c �Dissoudre 30 mg de fluorouracil dans 100 ml d’éthanol 

70 %.
d �Dissoudre 16 mg de tobramycine dans 100 ml d’éthanol 

70 %.

Stériliser par filtration quand les antibiotiques sont dissous 
dans l’eau au lieu de l’éthanol 70 %.

Remarque :  La cycloheximide (50 ppm) peut être utilisée 
à la place de la nystatine pour contrôler les champignons. 
Dissoudre 500 mg de cycloheximide dans 10 ml d’éthanol 
70 %., ajouter 1 ml pour refroidir le milieu.

Préparation

1.	� Peser tous les ingrédients de la section A dans un 
récipient approprié.

2.	� Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée .
3.	� Dissoudre les ingrédients.
4.	� Ajouter le cristal violet.
5.	� Stériliser à 121 °C et à 15 p.s.i. pendant 15 min.
6.	� Stériliser 10 ml de Tween™ 80 séparément (section 

B) à 121 °C et à 15 p.s.i. pendant 15 min.
7.	� Ajouter aseptiquement le Tween™ 80 aux ingrédients 

de la section A.
8.	� Préparer les solutions d’antibiotique
9.	� Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C avant 

d’ajouter les antibiotiques.

10.	�Bien mélanger le milieu doucement pour éviter les 
bulles d’air et remplir les boîtes (22 ml par boîte de 
90 mm).

11.	�Laisser les boîtes sécher sous hotte ou un équipement 
similaire avant emploi.

Stockage

Stocker les boîtes préparés retournées dans des sacs de 
polythène à 4-8 °C et utiliser dans un délai de 2 semaines 
après préparation pour garantir l’activité des antibiotiques.

En fonction de l’origine de l’amidon, un préstockage 
au réfrigérateur pour quelques jours avant utilisation peut 
permettre une lecture meilleure des zones d’hydrolyse de 
l’amidon.

Agar yeast dextrose chalk (YDC)

(Wilson et al., 1967)

BD Bacto™ Agar :  15,0 g
Extrait de levure :  10,0 g
CaCO3 (léger, poudre) :  20,0 g
D-Glucose (dextrose) :  20,0 g
Eau distillée/désionisée :  1000 ml

Préparation

1.	� Peser tous les ingrédients dans un récipient approprié 
plus grand que le volume (p. ex. 250 ml de milieu dans 
une bouteille de 500 ml) pour permettre le mélange par 
création d’un tourbillon juste avant de couler.

2.	� Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.	� Faire chauffer pour dissoudre.
4.	� Autoclaver à 121 °C et 15 p.s.i. pendant 15 min.
5.	� Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C.
6.	� Mélanger pour bien homogénéiser le CaCO3 et pour 

éviter les bulles d’air, et remplir les boîtes (22 ml par 
boîte de 90 mm).

7.	� Laisser les boîtes sécher sous hotte ou un équipement 
similaire avant emploi.

Stockage

Stocker les boîtes préparés retournées dans des sacs de 
polythène à 8–20 °C. Les boîtes peuvent être stockées pen-
dant plusieurs mois si elles ne sèchent pas.
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XCP1 medium

(adapted from McGuire et al., 1986)

Section A
KBr:  10.0 g
CaCl2:  0.25 g
Soluble potato starch:  10.0 g
Peptone:  10.0 g
Agar:  15.0 g
Crystal violet (1 % aqueous):  0.15 ml
Distilled/deionised water:  1000 ml

Section B
Tween™ 80:  10.0 ml

Section C
Nystatina:  40 mg (1 ml)
Cephalexinb:  10 mg (1 ml)
Fluorouracilc:  3 mg (1 ml)
Tobramycind:  0.16 mg (1 ml)

a–d Added after autoclaving. Antibiotic amounts for 
guidance only (CCP).
a �Dissolve 400 mg nystatin in 10 ml 70 % ethanol.
b �Dissolve 100 mg cephalexin in 10 ml 70 % ethanol.
c �Dissolve 30 mg fluorouracil in 100 ml 70 % ethanol.
d �Dissolve 16 mg tobramycin in 100 ml 70 % ethanol.

Filter sterilise when antibiotics are dissolved in water 
rather than 70 % ethanol.

Note:  Cycloheximide can be used as an alternative 
to nystatin to control fungi. Dissolve 500 mg of 
cycloheximide in 10 ml 70 % ethanol, add 1 ml to cool 
medium.

Preparation

1.	� Weigh out all ingredients in section A into a suitable 
container.

2.	� Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.	� Dissolve ingredients.
4.	� Add crystal violet.
5.	� Sterilise 121 °C, 15 psi for 15 min.
6.	� Sterilise 10 ml Tween™ 80 separately (section B) at 

121 °C, 15 psi for 15 min.
7.	� Aseptically add Tween™ 80 to ingredients in section 

A.

8.	� Prepare antibiotic solutions.
9.	� Allow medium to cool to approximately 50  °C and 

add antibiotics.
10.	�Mix gently to avoid air bubbles and pour plates (22 ml 

per 90 mm plate).
11.	�Allow plates to dry in laminar flow bench or similar 

before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at 
4–8 °C and use within two weeks of preparation to ensure 
activity of antibiotics.

Depending on the source of starch, prestorage in the 
refrigerator for several days before use may result in 
more easily visible zones of starch hydrolysis.

Yeast dextrose chalk (YDC) agar

(Wilson et al., 1967)

Agar (BD Bacto™ Agar):  15.0 g
Yeast extract:  10.0 g
CaCO3 (light powder):  20.0 g
D-Glucose (dextrose):  20.0 g
Distilled/deionised water:  1000 ml

Preparation

1.	� Weigh out all ingredients into a suitable oversize 
container (e.g. 250 ml of medium in a 500 ml bottle/
flask) to allow swirling of medium just before pouring.

2.	� Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.	� Steam to dissolve.
4.	� Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.
5.	� Allow medium to cool to approximately 50 °C.
6.	� Swirl to ensure even distribution of CaCO3 and avoid 

air bubbles, and pour plates (22 ml per 90 mm plate).
7.	� Leave plates to dry in a laminar flow bench or similar 

before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at 
8–20 °C. Prepared plates can be stored for several months 
provided they do not dry out.
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Ejemplo de preparación de mezcla para 
la reacción de PCR (primers Audy)

Compuesto Concentra-
ción inicial

Concentra-
ción final

Volumen (µl) 
en 20 µl

Agua estéril 10,02
Tampón Promega 
Go Taq *

5× 1×   4

dNTP 2,5 mM 
(c/u)

0,2 mM   1,6

p7X4c  20 µM 0,15 µM   0,15
p7X4e  20 µM 0,15 µM   0,15
Go TaqPolymerase 5 U/µl 0,02 U/µl   0,08 
ADN   4

* Tampón de reacción para PCR concentrado (con MgCl2) 
de Go Taq ADN polimerasa [Promega] (los laboratorios que 
usan tampón sin MgCl2, tendrán que agregar esta sal en una 
concentración final de 1,5 mM).

Ejemplo para visualización de productos 
de PCR

Tampón 1× Tris-acetato EDTA (TAE)

Compuesto Cantidad/l
Tris-acetato EDTA (TAE 50×) 20 ml
Agua destilada/desionizada CSP 1000 ml

Gel de agarosa 1,5 % para electroforesis

Compuesto Un gel de agarosa
(25 × 15 cm)

Cantidad/l

Tris-acetato EDTA (TAE 1×) 300 ml 1000 ml
Agarosa 4,5 g 15,0 g

Preparación

1.	 Asegurarse de que la bandeja del gel esté limpia y 
seca antes de usar. Usar el molde del gel. Colocar los 
peines del gel en posición en la bandeja del gel. 

2.	 Pesar la cantidad deseada de agarosa y ponerla en un 
frasco Erlenmeyer con una cantidad medida de tam-
pón TAE, ej. para unos 300 ml de gel agregar 4,5 g de 
agarosa en 300 ml de tampón TAE 1× en un matraz 
de 500 ml. El frasco de mayor tamaño asegura que la 
agarosa no se derrame al hervir.

3.	 Disolver la agarosa en un horno microondas, todos 
los gránulos deben ser disueltos y la solución debe ser 
clara.

4.	 Dejar enfriar la agarosa a aproximadamente 60 °C y 
luego verter en el molde del gel.

5.	 Después que el gel esté completamente solidificado, 
retirar cuidadosamente el/los peine (s) de gel.

6.	 Sacar el gel y colocarlo en la unidad de electroforesis.
7.	 El tampón usado en la preparación del gel debe ser el 

mismo tampón utilizado en la cuba de electroforesis 
para correr el gel

Nota:  La cantidad de de gel 1,5 % de agarosa para elec-
troforesis se preparará dependiendo de los aparatos de 
electroforesis disponibles en el laboratorio.

Gültig ab 1. Januar 2025
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Beispiel eines Reaktionsgemisches für 
die PCR (Audy-Primer)

Komponente Ausgangs- 
Konzentration

Endkon-
zentration

Volumen 
(µl)
in 20 µl

Steriles Wasser 10,02
Promega Go Taq 
Puffer*

5× 1×   4

dNTP je 2,5 mM 0,2 mM   1,6
p7X4c  20 µM 0,15 µM   0,15
p7X4e  20 µM 0,15 µM   0,15
Go Taq Polymerase 5 U/µl 0,02 U/µl   0,08 
DNA   4

* �Konzentrierter PCR-Reaktionspuffer (mit MgCl2), von GoTaq 
DNA Polymerase [Promega] (Labore, die Puffer ohne MgCl2 
verwenden, müssen dieses Salz bis zu einer Endkonzentra-
tion von 1.5 mM zufügen) 

Beispiel für die Visualisierung der 
PCR-Produkte

Tris-Acetat EDTA (TAE) Puffer 1×

Komponente Menge/l
Tris-Acetat EDTA (TAE 50×) 20 ml
Destilliertes/deionisiertes Wasser QSP 1000 ml

1,5-prozentige Agarose-Gel für die 
Elektrophorese

Komponente 1 Agarose-Gel 
(25 × 15 cm)

Menge/l

Tris-Acetat EDTA (TAE 1×) 300 ml 1000 ml
Agarose 4,5 g 15,0 g

Herstellung

1.	� Es ist zu überprüfen, dass der Gelträger vor der Be-
nutzung sauber und trocken ist. Die Benutzung eines 
Gelgießstandes wird empfohlen. Der Gelkamm wird 
im Gelträger platziert.

2.	� Die erforderliche Menge Agarose in einen Erlenmeyer-
kolben einwiegen und die erforderliche Menge Elekt-
rophoresepuffer zugeben, z. B. für ein 300 ml Gel wer-
den 4,5 g Agarose und 300 ml 1 x TAE-Puffer in einen 
500  ml Kolben eingefüllt. Das größere Gefäß dient 
dem Schutz vor Überkochen der Agarose.

3.	� Lösen der Agarose in der Mikrowelle. Alle Partikel der 
Agarose müssen gelöst sein und die Flüssigkeit klar 
erscheinen.

4.	� Die Lösung auf ungefähr 60 °C abkühlen lassen und 
ausgießen.

5.	� Nachdem das Gel vollständig ausgekühlt und erstarrt 
ist, kann der Gelkamm vorsichtig entfernt werden.

6.	� Das Gel aus dem Gelgießstand entnehmen und das 
Gel mit Gelträger in die Elektrophoresekammer 
überführen.

7.	� Derselbe Puffer, der zur Herstellung des Geles verwen-
det wurde, muss als Laufpuffer in der Elektrophorese 
verwendet werden.

Anmerkung:  Die Menge für die Herstellung eines 
1,5-prozentigen Agarose-Geles ist abhängig von der ver-
fügbaren Elektrophoresevorrichtung des Labors.

Effectives 1er janvier 2025
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Exemple de préparation du mix de 
réaction PCR (amorces Audy)

Ingrédient Concentra-
tion initiale

Concentra-
tion finale

Volume 
(µl) dans 
20 µl

Eau stérile 10,02
Tampon Promega Go 
Taq *

5× 1×   4

dNTP 2,5 mM 
chacun

0,2 mM   1,6

p7X4c  20 µM 0,15 µM   0,15
p7X4e  20 µM 0,15 µM   0,15
Go TaqPolymerase 5 U/µl 0,02 U/µl   0,08 
ADN   4

* �Tampon de réaction PCR concentré (avec MgCl2), avec 
l’ADN polymerase GoTaq [Promega] (les laboratoires 
utilisant un tampon sans MgCl2 devront ajouter ce sel à une 
concentration finale de 1,5 mM).

Exemple de visualisation des produits 
de PCR

Tampon 1× Tris acétate EDTA (TAE)

Ingrédient Quantité/l
Tris-acétate EDTA (TAE 50×) 20 ml
Eau distillée/désionisée QSP 1000 ml

Gel d’agarose à 1,5 % pour l’électrophorèse

Ingrédient 1 gel d’agarose
(25 × 15 cm)

Quantité/l

Tris-acétate EDTA (TAE 1×) 300 ml 1000 ml
Agarose 4,5 g 15,0 g

Préparation

1.	� S’assurer que la plaque de gel est propre et sèche avant 
utilisation. Utiliser le moule à gel. Placer le peigne en 
position sur la plaque du gel.

2.	� Peser la quantité désirée d’agarose dans un erlenmeyer 
contenant la quantité suffisante de tampon d’électro-
phorèse, p.  ex. pour un gel de 300  ml, ajouter 4,5  g 
d’agarose dans 300 ml de tampon TAE 1× dans un er-
len de 500 ml. Le flacon plus grand permet à l’agarose 
de ne pas déborder lors de l’ébullition.

3.	� Dissoudre l’agarose dans un micro-onde. Tous les 
grains d’agarose doivent être dissous et la solution doit 
avoir une apparence translucide.

4.	� Laisser le liquide refroidir jusqu’à atteindre environ 
60 °C et remplir la plaque de gel.

5.	� Lorsque le gel est complètement pris, retirer le peigne.
6.	� Retirer les gels et les placer dans la cuve 

d’électrophorèse.
7.	� Le tampon d’électrophorèse est le même que celui uti-

lisé pour la fabrication du gel.

Remarque :  La quantité de gel d’agarose à 1,5 % à prépa-
rer dépend des appareils d’électrophorèse disponibles au 
laboratoire.
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Example of reaction mixture preparation 
for PCR (Audy primers)

Compound Initial con-
centration

Final con-
centration

Volume 
(µl) in 
20 µl

Sterile water 10.02
Promega Go Taq Buffer* 5× 1×   4
dNTP 2.5 mM 

each
0.2 mM   1.6

p7X4c 20 µM 0.15 µM   0.15
p7X4e 20 µM 0.15 µM   0.15
Go Taq Polymerase 5 U/µl 0.02 U/µl   0.08
DNA   4

* �Concentrated PCR reaction buffer (with MgCl2), from GoTaq 
DNA polymerase [Promega] (laboratories using a buffer 
without MgCl2 will have to add this salt to a final concentra-
tion of 1.5 mM). 

Example for visualisation of PCR 
products

Tris acetate EDTA (TAE) Buffer 1×

Compound Amount/l
Tris acetate EDTA (TAE 50×) 20 ml
Distilled/deionised water QSP 1000 ml

1.5 % agarose gel for electrophoresis

Compound 1 agarose gel  
(25 × 15 cm)

Amount/l

Tris acetate EDTA (TAE 1×) 300 ml 1000 ml
Agarose 4.5 g 15.0 g

Preparation

1.	� Make sure that the gel tray is clean and dry before use. 
Use the gel caster. Place the gel comb(s) in position in 
the gel tray.

2. 	� Weigh out the desired amount of agarose and place 
in an Erlenmeyer flask with a measured amount of 
electrophoresis buffer, e.g. for a 300 ml gel add 4.5 g 
of agarose and 300 ml of 1× TAE buffer to a 500 ml 
flask. The larger flask ensures that the agarose will not 
boil over.

3.	� Dissolve the agarose in a microwave oven. All the 
grains of agarose should be dissolved and the solution 
clear.

4.	� Allow the medium to cool down to approx. 60 °C and 
pour the gel caster.

5.	� After the gel is completely set, carefully remove the 
gel comb(s).

6.	� Remove the gels and place them in the electrophoresis 
unit.

7.	� The same electrophoresis buffer used in the gel must 
also be used for the running buffer.

Note:  The amount of 1.5 % agarose gel for electrophoresis 
to be prepared depends on the available electrophoresis 
apparatus of a laboratory.
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