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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

© 2024 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 
In for mationen 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:
Internationalen Vereinigung für Saatgutprüfung (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Schweiz

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

Titel der englischen Originalausgabe: International Rules for Seed Testing

Alle Rechte vorbehalten. Kein Teil dieses Werkes darf in irgendwelcher Form oder durch 
irgendwelchem Verfahren, sei es elektronisch, mechanisch, durch Fotokopie oder Tonauf-
nahme oder durch irgendein anderes Verfahren reproduziert, gespeichert oder verbreitet 
werden, ohne vorherige schriftliche Genehmigung der Internationalen Vereinigung für 
Saatgutprüfung.

Anmerkung zur Benutzung der Übersetzungen

Die elektronische Version enthält die Englische, Französische, Deutsche und Spanische 
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. 

Éditées par :
L’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suisse

© 2024 par l’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)
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Remarque sur l’utilisation des traductions

La version électronique des règles incluant les versions en anglais, en français, en alle-
mand et en espagnol. Pour toute question d’interprétation des règles, seule la version 
anglaise fait foi.

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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Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Switzerland

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)
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All rights reserved. No part of this publication may be reproduced, stored in any retrieval 
system or transmitted in any form or by any means, electronic, mechanical, photocopying, 
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7‑024: Detección del virus del pardeamiento temprano 
de arveja y del virus del mosaico de arveja en semillas 
de Pisum sativum (arveja)

Hospedante: Pisum sativum L.s.l.
Patógeno(s): Virus del pardeamiento temprano de la ar-

veja (PEBV = Pea early browning virus); virus del mo-
saico de la arveja (PSbMV = pea seed-borne mosaic 
virus)

Preparado por: International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Autores: Koenraadt, H. M. S.1 & Remeeus, P. M.2

 Naktuinbouw, PO Box 40, 2370 AA Roelofarends-
veen, Netherlands.

 1E-mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 2E-mail: p.remeeus@naktuinbouw.nl

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2007-02-01
Versión 1.1, 2013-01-01: Definición del tamaño de la 

muestra
Versión 1.2, 2014-01-01: Se agrega el nombre común del 

hospedante
Versión 1.3, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado
Versión 1.4, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado
Versión 1.5, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
El virus del pardeamiento temprano de la arveja (PEBV) 
y el virus del mosaico de la arveja (PSbMV), son virus que 
se transmiten por la semilla de arveja y, por lo tanto, la de-
tección de estos virus es una herramienta importante en las 
estrategias de control. El ensayo de inmunoabsorbción li-
gado a enzimas (ELISA = enzyme-linked immunosorbent 
assay) es ampliamente usado para la detección de virus en 
plantas (Clark & Adams, 1977) y han sido descritos méto-
dos ELISA para la detección de PEBV y PSbMV (Hamil-
ton & Nichols, 1978; Van Vuurde & Maat, 1985, Maury 
et al., 1987). El método de análisis descrito aquí se diseñó 
usando información de veinte años de experiencia de labo-
ratorio y se evaluó en una ensayo comparativo. El método 
utiliza semilla molida y DAS-ELISA, y puede aplicarse 
para detectar en un solo extracto PSbMV y PEBV simul-
táneamente. Tener en cuenta que el extracto se analiza en 
dos placas de micro titulación, una para PEBV y otra para 
PSbMV. El límite teórico de detección es de 1 semilla en 

100. Para garantizar un 95 % de probabilidad de que se 
detectan infestaciones de 0,15 % o mayores, es necesario 
analizar 20 sub-muestras de 100 semillas.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la determinación del 
virus del pardeamiento temprano de la arveja (PEBV) o 
el virus del mosaico de la arveja (PSbMV) en semillas 
tratadas. Los tratamientos a la semilla pueden afectar el 
desempeño de este análisis. (Definición de tratamiento: 
todo proceso físico, biológico o químico al que es someti-
da el lote de semillas, incluyendo las semillas recubiertas. 
Ver 7.2.3.)

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 de 
muestra de trabajo recomendado es de 2000 semillas y el 
tamaño máximo de submuestra debe ser de 100 semillas.

Materiales
Material de referencia: semillas infestadas con PSbMV 

y PEBV o material de referencia estandarizado (harina 
de arveja que contenga PSbMV y/o PEBV)

Placas para micro titulación: placas de 96 pocillos apro-
piadas para ELISA (PCC)

Antisuero: adecuado para la detección de semillas infes-
tadas con PSbMV- y PEBV (ej. PRI, Wageningen, The 
Netherlands)

Balanza: adecuada para pesar lo más cercano a 0,01 g
Medidor de pH: adecuado para leer lo más cercano a 

0,1 unidad de pH
Pipetas automáticas: adecuadas para tomar lo más cer-

cano a 0,001 ml
Molinillo: adecuado para moler la arveja en harina fina 

(ej. Retsch grindomix GM 200)
Refrigerador: programado a 4 ±2 °C
Incubadora: programada a 37 ±2 °C
Lector de placas de ELISA
Tubos: 10 ml

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑024: Nachweis von pea early browning virus und pea 
seed-borne mosaic virus an Samen von Pisum sativum 
(Erbse)

Wirtspflanze: Pisum sativum L.s.l.
Krankheitserreger: Pea early browning virus (PEBV); 

pea seed-borne mosaic virus (PSbMV)

Erstellt durch: International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Autoren: Koenraadt, H. M. S.1 & Remeeus, P. M.2

 Naktuinbouw, PO Box 40, 2370 AA Roelofarends-
veen, Niederlande

 E-Mail: 1h.koenraadt@naktuinbouw.nl; 2p.remeeus@
naktuinbouw.nl

Revisionsstand

Version 1.0, 2007-02-01
Version 1.1, 2013-01-01: Definition der Probengröße; 

Korrektur von Pipettiervolumen
Version 1.2, 2014-01-01: deutscher Name der Wirtspflan-

ze hinzugefügt
Version 1.3, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.4, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße
Version 1.5, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Pea early browning virus (PEBV) und pea seed-borne 
mosaic virus (PSbMV) sind samenübertragbare Viren der 
Erbse, daher ist der Nachweis dieser Viren an Erbsensa-
men ein wichtiges Mittel zur Überwachungsstrategie. Der 
Emzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, Enzymge-
koppelter Immunadsorptionstest) wird häufig verwendet 
für den Nachweis von Pflanzenviren (Clark & Adams, 
1977), ELISA Methoden wurden für den Nachweis von 
PEBV und PSbMV (Hamilton & Nichols, 1978; Van Vu-
urde & Maat, 1985; Maury et al., 1987) beschrieben. Die 
hier beschriebene Untersuchungsmethode wurde unter 
Verwendung dieser Informationen und 20 Jahren Labo-
rerfahrung entwickelt und in einem Vergleichstest evalu-
iert. Die Methode, basierend auf gemahlenen Samen und 
einem DAS-ELISA, kann zum gleichzeitigen Nachweis 
von PSbMV und PEBV mit einem einzigen Extrakt ver-
wendet werden. Dafür zu beachten ist, dass der Extrakt in 
zwei Mikrotiterplatten getestet wird, eine für PEBV und 
eine für PSbMV. Die theoretische Nachweisgrenze beträgt 
ein Samen in 100 Samen. Für die Absicherung von 95 % 

Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung von 0,15 % oder hö-
her ist es nötig 20 Teilproben von jeweils 100 Samen zu 
untersuchen.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung von 
PEBV oder PSbMV an behandeltem (gebeiztem) Saatgut. 
Saatgutbehandlungen können die Aussagekraft dieser Me-
thode beeinflussen (Definition Behandlung: Jegliches Ver-
fahren, physikalischer, biologischer oder chemischer Na-
tur, dem eine Saatgutpartie unterzogen wird, einschließlich 
Saatgut umhüllungen. Siehe dazu 7.2.3).

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 2000 
Samen und die maximale Teilprobengröße beträgt 100 
Samen.

Material
Referenzmaterial: PSbMV- und PEBV-infizierte Samen 

oder Standardreferenzmaterial (Mehl von Erbsen, wel-
ches PSbMV und/oder PEBV enthält).

Mikrotiterplatten: 96-Loch Platte geeignet für ELISA 
(KKP).

Antiseren: Eignung zum Nachweis von PSbMV- und 
PEBV-infizierten Samen (z. B. PRI, Wageningen, 
Niederlande).

Waage: Auf 0,01 g genau.
pH-Meter: Auf 0,1 pH-Einheiten genau.
Pipetten: Zum Pipettieren von 0,001 ml.
Mühle: Geeignet zur Feinvermahlung von Erbsen (z. B. 

Retsch Grindomix GM 200).
Inkubator: Betrieb bei 4 ±2 °C.
Inkubator: Betrieb bei 37 ±2 °C.
ELISA-Platten Lesegerät
Reaktionsgefäß: 10 ml.

Effectives 1er janvier 2024
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7‑024 : Détection du « pea early browning virus » et 
du « pea seed-borne mosaic virus » sur semences de 
Pisum sativum (pois)

Hôte : Pisum sativum L.s.l.
Pathogène(s) : Pea early browning virus (PEBV) ; pea 

seed-borne mosaic virus (PSbMV)

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

Auteurs : Koenraadt, H. M. S.1 & Remeeus, P. M.2

 Naktuinbouw, PO Box 40, 2370 AA Roelofarends-
veen, Pays-Bas

 1Courriel : h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 2Courriel : p.remeeus@naktuinbouw.nl

Historique de la révision

Version 1.0, 2007-02-01
Version 1.1, 2013-01-01 : Définition de la taille de 

l’échantillon
Version 1.2, 2014-01-01 : ajout du nom commun de 

l’hôte
Version 1.3, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

révisé
Version 1.4, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » 

révisé
Version 1.5, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » 

révisé

Historique
Le « pea early browning virus » (PEBV) et le « pea seed-
borne mosaic virus » (PSbMV) sont des virus transmis-
sibles par semences chez le pois. La détection de ces virus 
sur semences de pois est donc un outil important pour les 
stratégies de contrôle. L’analyse sérologique (enzyme-lin-
ked immunosorbent assay : ELISA) est employée couram-
ment pour la détection des virus (Clark & Adams, 1977), 
et des méthodes ELISA ont été décrites pour la détection 
de PEBV et de PSbMV (Hamilton & Nichols, 1978 ; Van 
Vuurde & Maat, 1985, Maury et al., 1987). La méthode 
décrite ici a été conçue en utilisant cette information et 
vingt ans d’expérience de laboratoire, et évaluée par un 
essai comparatif. La méthode, en utilisant des semences 
broyées et un DAS-ELISA, peut être employée pour détec-
ter simultanément PSbMV et PEBV dans un même extrait. 
Notez que l’extrait est testé dans deux plaques de microti-
tration, une pour le PEBV et une pour le PSbMV. La limite 
de détection théorique est de une semence dans 100. Pour 

assurer une probabilité de 95 % que des infestations de 
0,15 % ou supérieures soient détectées, il est nécessaire 
d’examiner 20 sous-échantillons de 100 semences.

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détermination 
du PEBV ou du PSbMV sur semences traitées. Les trai-
tements peuvent affecter la performance de la méthode. 
(Définition de traitement : tout processus, physique, biolo-
gique ou chimique, auquel est soumis un lot de semences, 
y compris l’enrobage. (Voir 7.2.3)

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 mini-
male recommandée de l’échantillon de travail est de 2000 
semences et la taille maximale du sous-échantillon doit 
être de 100 semences. 

Matériel
Matériel de référence : semences infestées par PSbMV, 

PEBV ou matériel de référence standardisé (farine de 
pois contenant le PSbMV et/ou PEBV)

Plaques de microtitration : plaques de 96-puits adaptées 
à l’ELISA (CCP)

Antisérums : adaptés à la détection sur semences de PSb-
MV et PEBV (p. ex. PRI, Wageningen, Pays Bas)

Balance : capable de peser à 0,001 g
pH-mètre : capable de lecture à 0,01 unité de pH
Pipettes automatiques : capable de pipetter au moins 

0,001 ml
Broyeur : capable de broyer des semences de pois en 

farine fine (p. ex. Grindomix GM 200 de Retsch)
Étuve : capable de maintenir une température de 4 ±2 °C
Étuve : capable de maintenir une température de 37 ±2 °C
Lecteur de plaque ELISA
Tubes : 10 ml
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7‑024: Detection of pea early browning virus and pea 
seed-borne mosaic virus in Pisum sativum (pea) seed

Host: Pisum sativum L.s.l.
Pathogen(s): Pea early browning virus (PEBV); pea 

seed-borne mosaic virus (PSbMV)

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

Authors: Koenraadt, H. M. S.1 & Remeeus, P. M.2

 Naktuinbouw, PO Box 40, 2370 AA 
Roelofarendsveen, Netherlands.

 1E-mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 2E-mail: p.remeeus@naktuinbouw.nl

Revision history

Version 1.0, 2007-02-01
Version 1.1, 2013-01-01: Definition of sample size
Version 1.2, 2014-01-01: Common name of host added
Version 1.3, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 1.4, 2021-01-01: Sample size revised
Version 1.5, 2024-01-01: Sample size revised

Background
Pea early browning virus (PEBV) and pea seed-borne 
mosaic virus (PSbMV) are seed-transmissible viruses 
of the pea, and therefore the detection of these viruses 
in pea seeds is an important tool in control strategies. 
The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is 
widely used for the detection of plant viruses (Clark & 
Adams, 1977), and ELISA methods have been described 
for the detection of PEBV and PSbMV (Hamilton & 
Nichols, 1978; Van Vuurde & Maat, 1985, Maury et al., 
1987). The test method described here was designed 
using this information and twenty years of laboratory 
experience, and evaluated in a comparative test. The 
method, using ground seed and a DAS-ELISA, can be 
used to simultaneously detect PSbMV and PEBV in 
a single extract. Note that the extract is tested in two 
microtitre plates, one for PEBV and one for PSbMV. The 
theoretical detection limit is one seed in 100. To ensure 
a 95 % probability that infestations of 0.15 % or higher 
are detected, it is necessary to test 20 subsamples of 100 
seeds.

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of PEBV or PSbMV in treated seed. Seed treatments may 
affect the performance of this test.

(Definition of treatment: any process, physical, 
biological or chemical, to which a seed lot is subjected, 
including seed coatings. See 7.2.3)

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 2000 seeds and the maximum subsample 
size must be 100 seeds. 

Materials
Reference material: PSbMV- and PEBV-infested seeds 

or standardised reference material (flour of peas 
containing PSbMV and/or PEBV)

Microtitre plates: 96-well plates suitable for ELISA 
(CCP)

Antisera: Suitable for detection of PSbMV- and 
PEBV-infested seeds (e.g. PRI, Wageningen, The 
Netherlands)

Balance: capable of weighing to the nearest 0.01 g
pH meter: capable of being read to the nearest 0.1 pH 

unit
Automatic pipettes: capable of pipetting to the nearest 

0.001 ml
Grinder: capable of grinding peas to fine flour (e.g. 

Retsch grindomix GM 200)
Incubator: capable of operating at 4 ±2 °C
Incubator: capable of operating at 37 ±2 °C
ELISA plate reader.
Tubes: 10 ml

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-024Sample size description revised for consistency across methods.
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Preparación de la muestra
Esto se puede realizar previo al análisis.

Es importante evitar cualquier posibilidad de contami-
nación cruzada entre las muestras de semilla. Por lo tanto, 
es esencial desinfectar todas las superficies, recipientes, 
manos, etc. antes y después de manipular cada muestra. 
1.  Contar el número de semillas de un peso conocido. Es-

timar el peso de mil semillas (PMS) como sigue: 
  PMS = (peso de las semillas / número de las semillas)  

× 1000
2.  En base al PMS estimado, pesar las sub-muestras del 

tamaño requerido en bolsas de polietileno, nuevas y 
limpias o en recipientes.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.  Buffer de sensibilización de las placas de ELISA
1.1  Agregar la dilución apropiada (como lo indica el pro-

veedor) del anticuerpo PSbMV y PEBV suero de sensi-
bilización al buffer de sensibilización. Asegurarse que 
los anticuerpos no sólo sean adecuados para el diag-
nóstico sino también para la detección de virus en ex-
tractos de semilla (PCC).

1.2  Sensibilizar una placa con 100 µl (o como lo indica el 
proveedor) del buffer de sensibilización PSbMV, por 
pocillo. Sensibilizar otra placa con 100 µl (o como 
lo indique el proveedor) del buffer de sensibilización 
PEBV, por pocillo.

1.3  Cubrir las placas de ELISA con una tapa o envolverlas 
con film plástico para minimizar la evaporación.

1.4  Incubar las placas durante toda la noche a 4 ±2 °C.
2.  Extracción del virus de las semillas e incubación de los 

extractos
2.1  Contar o pesar 100 sub-muestras de semillas.
2.2  Moler cada una de las sub-muestras en un molinillo 

hasta obtener harina fina (PCC).
2.3  De cada sub-muestra pesar 0,5 g de harina y transferir 

a un tubo de 10 ml.
2.4  Agregar 5 ml de buffer de extracción a cada tubo.
2.5  Agitar en vortex cada tubo por 15 s. Dejar decantar el 

extracto durante al menos 5 min, sobre la mesada, para 
facilitar su extracción.

2.6  Eliminar el buffer de sensibilización de las placas  
ELISA y enjuagar inmediatamente las placas 3 veces 

utilizando PBS/Tween™ 20 para eliminar los residuos. 
Alternativamente, usar un dispositivo de lavado ade-
cuado (PCC).

2.7  Inmediatamente después del enjuague, colocar 100 µl 
(o como lo indica el proveedor) de cada extracto de 
semilla, en los pocillos. Usar al menos 2 pocillos por 
cada sub-muestra.

2.8  Agregar controles positivos y negativos a cada placa de 
ELISA. Usar al menos 2 diluciones para los controles 
positivos: una dilución ‘baja’, que de como resultado 
una absorbancia mayor y una dilución ‘alta’ para obte-
ner una absorbancia justo por encima del límite de de-
tección (PCC). Los controles negativos deben incluir 
un extracto de semilla sana.

2.9  Cubrir las placas con una tapa o envolverlas con film 
plástico para evitar la evaporación e incubar durante 
toda la noche a 4 ±2 °C o como lo indica el proveedor.

3.  Incubación del conjugado
3.1  Preparar las diluciones apropiadas del anticuerpo con-

jugado de PSbMV y PEBV usando el buffer conjugado 
como lo indica el proveedor.

3.2  Remover el extracto de semilla de las placa de ELISA, 
enjuagar las placas 3 veces usando buffer de lavado 
PBS/Tween™ 20 para remover los residuos del extrac-
to de semilla. Alternativamente, use un dispositivo de 
lavado adecuado (PCC).

3.3  Inmediatamente después de enjuagar, agregar 100 µl (o 
como indica el proveedor) de la dilución del conjugado 
a cada pocillo de la placa de ELISA.

3.4  Cubrir las placas con una tapa o envolver con film plás-
tico para evitar la evaporación e incubar las placas por 
3 h a 37 ±2 °C o l como indique el proveedor.

4.  Adición del sustrato a la placa de ELISA
4.1  Preparar la solución del sustrato (10 mg para-nitrofenil 

fosfato en 20 ml de buffer sustrato).
4.2  Remover el conjugado de las placas de ELISA y en-

juagar minuciosamente ya sea 3 veces con la mano 
utilizando buffer de lavado PBS/Tween™ 20 o alterna-
tivamente, usando un dispositivo de lavado confiable 
(PCC).

4.3  Agregar 100 µl (o como lo indica el proveedor) de so-
lución sustrato en cada pocillo 

4.4  Incubar durante 2 h a 20 ±2 °C o como lo indica el 
proveedor.

4.5  Medir la absorbancia (A405) con un lector de pla-
cas de ELISA (ver Métodos generales, Registro de 
absorbancia).
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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 Probe in mehreren Behältern geliefert wur-
de, sollte sie in einen neuen, sauberen Polyethylenbeutel 
umgefüllt und von Hand gemischt werden, um eine Mi-
schprobe zu bilden.
1.  Die Anzahl der Samen bei bekanntem Gesamtgewicht 

bestimmen. Berechnung des Tausendkorngewichtes 
(TKG):

 TKG = (Gewicht der Samen/Anzahl der 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.  Beschichten der ELISA-Platten
1.1  Zugabe einer geeigneten Verdünnung (nach Hersteller-

empfehlung) von PSbMV- und PEBV Beschichtungs-
serum zum Beschichtungspuffer. Es ist sicherzustellen, 
dass das Antiserum nicht nur zur Diagnose sondern 
auch dem Nachweis der Viren in Samenextrakten ge-
eignet ist (KKP).

1.2  Beschichtung einer Platte mit 100 µl (oder entspre-
chend der Herstellerangabe) PSbMV-Beschichtungs-
puffer je Vertiefung. Beschichten einer zweiten Platte 
mit 100 µl (oder entsprechend der Herstellerangabe) 
PEBV-Beschichtungspuffer je Vertiefung.

1.3  Bedecken der ELISA-Platte mit einem Deckel oder 
verschließen in einer Plastikhülle um die Verdunstung 
zu minimieren.

1.4  Inkubation der Platten über Nacht bei 4 ±2 °C.
2.  Extraktion des Virus aus Samen und Inkubation der 

Extrakte
2.1  Auszählen oder Auswiegen von 100-Samen-Teilproben.
2.2  Vermahlen jeder Teilprobe zu feinem Mehl in einer 

Mühle (KKP).
2.3  Von jeder Teilprobe 0,5 g Mehl abwiegen und in ein 

10 ml Reaktionsgefäß überführen.
2.4  Zugabe von 5 ml Extraktionspuffer in jedes 

Reaktionsgefäß.

2.5  Vortexen jedes Gefäßes für 15 s. Zum Erleichtern des 
Pipettierens das Extrakt für mindestens 5 min absetzen 
lassen.

2.6  Entfernen des Beschichtungspuffers aus der ELI-
SA-Platte und unverzüglich 3-mal Platte gründlich mit 
PBS/Tween™ 20 zur Entfernung von Beschichtungs-
pufferresten waschen. Alternativ kann eine geeignete 
Waschapparatur verwendet werden (KKP).

2.7  Unverzüglich nach dem Waschen 100 µl (oder entspre-
chend der Herstellerangabe) jedes Samenextraktes in 
eine Vertiefung pipettieren. Je Teilprobe 2 Vertiefun-
gen verwenden.

2.8  Positiv- und Negativkontrollen jeder ELISA-Platte zu-
fügen. Mindestens 2 Verdünnungen für die Positivkon-
trolle anlegen: eine „niedrige“ Verdünnung, die eine 
hohe Extinktion ergibt und eine „hohe“ Verdünnung, 
die eine Extinktion gerade über dem Detektionslimit 
ergibt (KKP). Die Negativkontrollen müssen einen ge-
sunden Samenextrakt einschließen.

2.9  Bedecken der ELISA-Platte mit einem Deckel oder 
verschließen in einer Plastikhülle um die Verdunstung 
zu minimieren. Inkubation der Platten über Nacht bei 
4 ±2 °C oder entsprechend der Herstellerangabe.

3.  Inkubation des Konjugats
3.1  Herstellung geeigneter Verdünnungen von PSbMV- 

und PEBV-konjugiertem Antiserum unter Verwendung 
eines vom Hersteller empfohlenen Konjugatpuffers.

3.2  Entfernen der Samenextrakte aus der ELISA-Plat-
te und 3-maliges gründliches Waschen der Platte mit 
PBS/Tween™ 20 zum Entfernen von Resten des Same-
nextraktes. Alternativ kann eine geeignete Waschappa-
ratur verwendet werden (KKP).

3.3  Unverzüglich nach dem Waschen 100 µl (oder entspre-
chend der Herstellerangabe) des verdünnten Konjugats 
in jede Vertiefung der ELISA-Platte pipettieren.

3.4  Bedecken der ELISA-Platte mit einem Deckel oder 
verschließen in einer Plastikhülle um die Verdunstung 
zu minimieren. Inkubation der Platten für 3 h bei 
37 ±2 °C oder entsprechend der Hersteller angabe.

4.  Zugabe des Substrates zu den ELISA-Platten
4.1  Herstellung der Substratlösung (10 mg para-Nitrophe-

nolphosphat in 20 ml Substratpuffer).
4.2  Entfernen des Konjugates aus der ELISA-Platte und 

3-maliges gründliches Waschen der Platte mit PBS/
Tween™ 20. Alternativ kann eine geeignete Waschap-
paratur verwendet werden (KKP).

4.3  Zugabe von 100 µl (oder entsprechend der Hersteller-
angabe) Substratlösung in jede Vertiefung.

4.4  Inkubation für 2 h bei 20 ±2 °C oder entsprechend der 
Herstellerangabe.

4.5  Messung der Extinktion (A405) mit einem ELISA-Plat-
ten Lesegerät (siehe Allgemeine Methoden, Punkt 2).
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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 à la main 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.  Coating des plaques ELISA
1.1  Ajouter (comme défini par le fournisseur) la dilution 

appropriée du sérum de coating du PSbMV et du 
PEBV. S’assurer que les antisérums sont non seule-
ment adaptés au diagnostic mais également à la détec-
tion des virus sur extraits de semences (CCP).

1.2  Placer 100 μl (ou tel que défini par le fournisseur) de 
coating anti-PSbMV par puits. Placer sur une autre 
plaque 100 μl (ou tel que défini par le fournisseur) de 
coating anti-PEBV par puits.

1.3  Couvrir les plaques ELISA avec un couvercle ou les 
envelopper d’un plastique pour réduire au minimum 
l’évaporation.

1.4  Incuber les boîtes durant la nuit 4 ±2 °C.
2.  Extraction de virus des semences et incubation des 

ex traits
2.1  Compter ou peser des sous-échantillons de 100 

se mences.
2.2  Broyer chaque sous-échantillon en farine fine avec un 

broyeur (CCP).
2.3  Prélever 0,5 g de farine pour chaque échantillon et 

transférer dans un tube de 10 ml.
2.4  Ajouter 5 ml de tampon d’extraction à chaque tube.

2.5  Vortexer chaque tube pendant 15 s. Laisser l’extrait 
reposer pendant au moins 5 min sur la paillasse pour 
faciliter le pipetage.

2.6  Enlever enduite le tampon de coating des plaques 
ELISA et rincer-les immédiatement trois fois, avec du 
PBS/Tween™ 20 pour enlever les résidus. Alternative-
ment, utiliser un dispositif de lavage approprié (CCP).

2.7  Juste après le rinçage, introduire à la pipette 100 μl 
(ou tel que défini par le fournisseur) de chaque ex-
trait de semences dans un puits. Employer 2 puits par 
sous-échantillon.

2.8  Ajouter les témoins positifs et négatifs à chaque plaque 
ELISA. Employer au moins 2 dilutions pour les té-
moins positifs : une dilution « basse », qui donne une 
densité optique élevée, et une dilution « haute », qui 
donne une densité optique juste au-dessus du seuil de 
détection (CCP). Les témoins négatifs doivent inclure 
un extrait sain de semences.

2.9  Couvrir les plaques ELISA avec un couvercle ou les 
envelopper d’un plastique pour réduire au minimum 
l’évaporation et incuber durant la nuit à 4 ±2 °C ou tel 
que défini par le fournisseur.

3.  Incubation du conjugé
3.1  Préparer la dilution appropriée de l’antisérum conju-

gué de PSbMV et PEBV avec un tampon de conjugué 
défini par le fournisseur.

3.2  Enlever les extraits de semences des plaques ELISA et 
rincer 3 fois avec le tampon de lavage PBS/Tween™ 
20 afin d’enlever des résidus d’extrait de semences. Al-
ternativement, utiliser un dispositif de lavage approprié 
(CCP).

3.3  Juste après le rinçage, ajouter 100 μl (ou tel que défini 
par le fournisseur) du conjugué dilué dans chaque puits 
des plaques ELISA.

3.4  Couvrir les plaques ELISA avec un couvercle ou les 
envelopper d’un plastique pour réduire au minimum 
l’évaporation et incuber pendant 3 h à 37 ±2 °C ou tel 
que défini par le fournisseur.

4.  Ajout des substrats aux plaques ELISA
4.1  Préparer la solution de substrat (10 mg de para-ni-

trophenol phosphate dans 20 ml de tampon substrat).
4.2  Enlever le conjugé des plaques ELISA et rincer 3 fois 

avec le tampon de lavage PBS/Tween™ 20 à la main ou 
à l’aide d’un dispositif de lavage fiable (CCP).

4.3  Ajouter 100 μl (ou tel que défini par le fournisseur) de 
solution de substrat dans chaque puits.

4.4  Incuber pendant 2 h à 20 ±2 °C ou tel que défini par le 
fournisseur.

4.5  Mesurer la densité optique (A405) avec le lecteur de 
plaque ELISA (voir méthodes générales point 2).

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing

Effective 1 January 20247-024-4
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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 clean all surfaces, containers, hands, etc. both 
before and after handling each 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.  Coating of ELISA plates
1.1  Add appropriate (as defined by supplier) dilution of 

PSbMV- and PEBV-coating serum to coating buffer. 
Be sure that the antisera are not only suitable for 
diagnostics but also for the detection of viruses in 
seed extracts (CCP).

1.2  Coat one plate with 100 µl (or as defined by supplier) 
of PSbMV-coating buffer per well. Coat another plate 
with 100 µl (or as defined by supplier) of PEBV-
coating buffer per well.

1.3  Cover ELISA plates with lid or wrap with plastic wrap 
to minimise evaporation.

1.4  Incubate plates overnight at 4 ±2 °C.
2.  Extraction of virus from the seed and incubation of 

extracts
2.1  Count or weigh 100 seed subsamples.
2.2  Grind each subsample to fine flour in a grinder (CCP).
2.3  From each subsample weigh out 0.5 g of flour and 

transfer to a 10 ml tube.
2.4  Add 5 ml of extraction buffer to each tube.
2.5  Vortex each tube for 15 s. Allow extract to settle for at 

least 5 min. on the bench to facilitate pipetting.

2.6  Remove coating buffer from ELISA plates and 
immediately rinse plates three times thoroughly, using 
PBS/Tween™ 20 to remove residues. Alternatively, 
use a suitable washing device (CCP).

2.7  Immediately after rinsing, pipette 100 µl (or as defined 
by supplier) of each seed extract into a well. Use 2 
wells per subsample.

2.8  Add positive and negative controls to each ELISA 
plate. Use at least 2 dilutions for the positive controls: 
a ‘low’ dilution, which gives a high extinction, and a 
‘high’ dilution, which gives an extinction just above 
the detection threshold (CCP). Negative controls must 
include a healthy seed extract.

2.9  Cover plates with lid or wrap with plastic wrap to 
minimise evaporation and incubate overnight at 
4 ±2 °C or as defined by supplier.

3.  Incubation of conjugate
3.1  Prepare appropriate dilution of PSbMV- and PEBV-

conjugated antiserum using conjugate buffer as 
defined by the supplier.

3.2  Remove seed extracts from ELISA plates and rinse 
plates 3 times with washing buffer PBS/Tween™ 20 
to remove residues of seed extract. Alternatively, use 
a suitable washing device (CCP).

3.3  Immediately after rinsing, add 100 µl (or as defined 
by supplier) of diluted conjugate to each well of the 
ELISA plate.

3.4  Cover plates with lid or wrap with plastic wrap to 
minimise evaporation, and incubate for 3 h at 37 ±2 °C 
or as defined by supplier.

4.  Addition of substrate to ELISA plates
4.1  Prepare substrate solution (10 mg para-nitrophenol 

phosphate in 20 ml of substrate buffer).
4.2  Remove conjugate from ELISA plates and rinse 

thoroughly, either 3 times by hand using washing 
buffer PBS/Tween™ 20, or, alternatively, using a 
reliable washing device (CCP).

4.3  Add 100 µl (or as defined by supplier) of substrate 
solution to each well.

4.4  Incubate for 2 h at 20 ±2 °C or as defined by supplier.
4.5  Measure extinction (A405) with ELISA plate reader (see 

General methods, Recording of ELISA extinction).
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Métodos generales
Molienda de la semilla: Moler cada sub-muestra de 100 

semillas en una harina fina. Asegurarse de utilizar un 
molinillo que se pueda limpiar a fondo, ya que existe la 
probabilidad de una contaminación cruzada durante la 
etapa de molienda.

Registro de las absorbancias de ELISA: Registrar los 
resultados de todos los pocillos de la placa para micro-
titulación. Chequear primero si los controles positivos 
y negativos cumplen con las expectativas, ya que, de lo 
contrario, los resultados de este análisis serán invalida-
dos y el análisis debe ser repetido. Se recomienda usar 
un umbral negativo-positivo de 2,5 veces el valor de 
absorbancia de las muestras sanas.

Informe de resultados: El resultado de un análisis de 
sanidad de semilla debe indicar el nombre científico 
del patógeno detectado y el método de análisis usado. 
Cuando se informa en un Certificado ISTA, los resulta-
dos se ingresan bajo ‘Otras determinaciones’. 

  El informe debe indicar el número de semillas 
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 
indicar el número de sub-muestras positivas del total 
del número analizado.

Aseguramiento de calidad
Puntos críticos de control (PCC)

•  La sensibilidad puede ser influenciada por el uso 
de diferentes tipos de placa para microtitulación o 
materiales.

•  Se conoce que la calidad de los anticuerpos de dife-
rentes proveedores puede variar. Por lo tanto, se debe 
asegurar que los anticuerpos sean apropiados no sólo 
para el diagnóstico, sino también para la detección de 
los virus en los extractos de semillas (Paso 1.1).

•  Una harina fina mejora la eficiencia de la extracción. 
Por lo tanto, moler las semillas durante 20 s. a 10 
000 rpm para obtener una harina fina. Nótese que algu-
nas cuchillas se desafilan fácilmente y en consecuencia 
muelen menos eficientemente con el tiempo (Paso 2.2).

•  Las placas para microtitulación recubiertas pierden 
rápidamente su actividad cuando se dejan secar en la 
mesada por un tiempo prolongado. Por lo tanto, limitar 
lo más posible el tiempo en que las placas para microti-
tulacion vacías se dejan secar en la mesada (Paso 2.6).

•  El uso de controles negativos y positivos apropiados es 
muy importante para validar el resultado. Asegurarse 
de que además de un control positivo ‘alto’ siempre 
haya un control positivo ‘bajo’ en cada placa (Paso 
2.8).

•  La ocurrencia de fondos intensos en el ELISA a menu-
do es causada por un lavado deficiente de las placas de 
micro titulación entre los diferentes pasos de incuba-
ción. El lavado puede efectuarse a mano usando PBS/
Tween™ 20 o con un dispositivo de lavado. El lavado 
del fondo de las placas de microtitulación es muy crí-
tico en varias pasos del ELISA (2.6, 3.2 y 4.2), parti-
cularmente después de la incubación con el anticuerpo 
conjugado (Paso 4.2).

Medios y soluciones
Buffer de sensibilización (pH 9,6)

Na2CO3: 1,59 g/l
NaHCO3: 2,93 g/l

Buffer de extracción (0,05 M, pH 7,4) 

NaCl: 8,0 g/l
KH2PO4: 1,0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14,5 g/l
Tween™ 20: 1,5 ml
PVP (grado ELISA, ej. peso molecular 10 000 Da):  

20,0 g

Buffer de conjugado (0,05 M, pH 7,4)

NaCl: 8,0 g/l
KH2PO4: 1,0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14,5 g/l
Tween™ 20: 1,5 ml
BSA (grado ELISA, ej. BSA fracción 5): 5,0 g

Buffer de sustrato (pH 9,6)

Dietanolamina: 97 ml
HCl (32 %): 15 ml

Gültig ab 1. Januar 2024
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Allgemeine Methoden
Mahlen der Samen: Jede Teilprobe von 100 Samen wird 

zu einem feinem Mehl gemahlen. Es ist zu gewährleis-
ten, dass eine Mühle verwendet wird, die gründlich 
gereinigt werden kann, weil Kreuzkontaminationen 
während der Mahlschritte möglich sind.

Ermittlung der ELISA Extinktion: Die Ergebnisse 
sind für alle Löcher der Mikrotiterplatte zu ermitteln. 
Zuerst erfolgt die Kontrolle, ob Positiv- und Negativ-
kontrollen den Erwartungen entsprechen, da sonst die 
Ergebnisse der Untersuchung ungültig sind und der 
Test wiederholt werden muss. Es wird empfohlen, ei-
nen negativ-positiv Schwellenwert des 2,5-fachen des 
Hintergrundes der Gesundprobe zu verwenden.

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 sollten die Zahl 
der positiven zur Gesamtzahl untersuchter Teilproben 
angegeben werden.

Qualitätssicherung
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•  Die Sensitivität kann bei Verwendung unterschiedli-
cher Typen von Mikrotiterplatten oder Materialien be-
einflusst sein.

•  Es ist bekannt, dass die Qualität der Antisera von un-
terschiedlichen Quellen variabel ist. Deshalb ist sicher-
zustellen, dass die Antiseren nicht nur zur Diagnose, 
sondern auch zum Nachweis von Viren in Samenext-
rakten geeignet sind. Schritt 1.1.

•  Ein feines Mehl erhöht die Extraktionseffizienz. Daher 
sollten Samen für 20 s bei 10.000 Upm gemahlen wer-
den, um ein feines Mehl zu erhalten. Zu beachten ist, 
dass einige Messer bei längerer Nutzung abstumpfen 
und daher weniger effizient mahlen. Schritt 2.2.

•  Beschichtete Mikrotiterplatten verlieren schnell ihre 
Aktivität, wenn sie über längere Zeit trocknen. Daher 
sollte der Zeitraum zwischen Waschen und Pipettieren, 
so kurz wie möglich bemessen sein. Schritt 2.6.

•  Die Verwendung geeigneter Positiv- und Negativkont-
rollen ist von großer Bedeutung für die Validierung des 
Ergebnisses. Es ist sicherzustellen, dass neben einer 
„hohen“ Positivkontrolle immer auch eine „niedrige“ 
Positivkontrolle in jeder Platte ist. Schritt 2.8.

•  Hohe Hintergründe im ELISA werden oft von ungenü-
genden Waschschritten der Mikrotiterplatte zwischen 
den einzelnen Inkubationsschritten verursacht. Das 
Waschen kann mit Hand unter Verwendung von PBS/
Tween™ 20 oder einer Waschapparatur erfolgen. Das 
gründliche Waschen der Mikrotiterplatte ist essentiell 
für verschiedene Schritte (2.6, 3.2 und 4.2) im ELISA, 
besonders nach der Inkubation mit konjugiertem Anti-
serum. Schritt 4.2.

Medien und Lösungen
Beschichtungspuffer (pH 9.6)

Na2CO3: 1,59 g
NaHCO3: 2,93 g

Extraktionspuffer (0.05 M, pH 7.4)

NaCl: 8,0 g
KH2PO4: 1,0 g
Na2HPO4 ∙ 12H2O: 14,5 g
Tween™ 20: 1,5 ml
PVP (ELISA grade, z. B. Molekulargewicht 10 000 Da):  

20,0 g

Konjugatpuffer (0.05 M, pH 7.4)

NaCl: 8,0 g
KH2PO4: 1,0 g
Na2HPO4 ∙ 12H2O: 14,5 g
Tween™ 20: 1,5 ml
BSA (ELISA grade, z. B. BSA Fraktion 5): 5,0 g

Substratpuffer (pH 9.6)

Diethanolamine: 97 ml
HCl (32 %): 15 ml

Effectives 1er janvier 2024
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Méthodes générales
Broyage des semences : Broyer chaque sous-échantillon 

de 100 semences en une farine fine. S’assurer de l’em-
ploi d’un broyeur qui peut être nettoyé complètement, 
puisque la contamination croisée est possible pendant 
l’étape de broyage.

Enregistrement de la densité optique du test ELI-
SA : Noter les résultats pour tous les puits de la 
plaque. Vérifier que les témoins positifs et négatifs sont 
conformes, car sinon les résultats de l’essai ne sont pas 
valides et l’essai devrait être répété. Il est recommandé 
d’employer un seuil négatif-positif de 2,5 fois la valeur 
des échantillons sains.

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 ».
 Dans le cas d’un résultat positif, le rapport doit indi-
quer le nombre de sous-échantillons positifs sur le 
nombre total testé.

Assurance qualité
Points critiques de contrôle (CCP)

•  La sensibilité peut être influencée par l’emploi de dif-
férents types de plaques ou de matériel.

•  La qualité des antisérums de différentes sources est 
connue pour être variable. Par conséquent assurez-
vous que les antisérums conviennent non seulement au 
diagnostic mais également à la détection des virus sur 
extraits de semences (étape 1.1).

•  Une farine fine améliorera la qualité de l’extraction. 
Pour cela, broyer les semences pendant 20 s à 10 000 tr/
min pour obtenir une farine fine. Noter que certains 
couteaux s’émoussent facilement et donc broient 
moins bien au cours du temps (étape 2.2).

•  Les plaques de microtitration coatées perdront leur 
activité rapidement si elles sont laissées à sécher sur 
la paillasse pendant un certain temps. Par conséquent 
limiter le temps durant lequel les plaques restent vides 
sur la paillasse autant que possible (étape 2.6).

•  L’utilisation de témoins positifs et négatifs appropriés 
est très importante pour valider le résultat. S’assurer 
que, indépendamment d’un témoin positif « élevé », il y 
a toujours un témoin positif « bas » dans chaque plaque 
(étape 2.8).

•  Pour l’ELISA des bruits de fonds élevés sont souvent 
provoqués par un mauvais lavage des plaques entre les 
différentes étapes d’incubation. Le lavage peut être fait 
à la main en utilisant du PBS/Tween™ 20 ou avec un 
dispositif de lavage. Le lavage complet des plaques est 
fortement critique dans plusieurs étapes (2.6, 3.2, 4.2) 
pour l’ELISA, en particulier après l’incubation avec 
l’antisérum conjugué (étape 4.2).

Milieux et solutions
Tampon couche (pH 9,6)

Na2CO3 : 1,59 g/l
NaHCO3 : 2,93 g/l

Tampon d’extraction (0,05 M, pH 7,4)

NaCl : 8,0 g/l
KH2PO4 : 1,0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O : 14,5 g/l
Tween™ 20 : 1,5 ml
PVP (ELISA grade, p. ex. masse moléculaire 

10 000 Da) :  20,0 g

Tampon conjugué (0,05 M, pH 7,4)

NaCl : 8,0 g/l
KH2PO4 : 1,0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O : 14,5 g/l
Tween™ 20 : 1,5 ml
BSA (ELISA grade, p. ex. BSA fraction 5) : 5,0 g

Tampon substrat (pH 9,6)

Diéthanolamine : 97 ml
HCl (32 %) : 15 ml
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General methods
Grinding of seeds: Grind each subsample of 100 seeds 

to a fine flour. Be sure to use a grinder that can be 
cleaned thoroughly, since cross-contamination is 
likely during the grinding step.

Recording of ELISA extinction: Record the results for 
all wells in the microtitre plate. Check first whether the 
positive and negative controls meet the expectations, 
since otherwise the results of the test are invalid 
and the test should be repeated. It is recommended 
to use a negative-positive threshold of 2.5 times the 
background of healthy samples.

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.

Quality assurance
Critical control points (CCP)

•  Sensitivity can be influenced by using different types 
of microtitre plates or materials.

•  The quality of antisera from different sources is 
known to be variable. Therefore ensure that the 
antisera are suitable not only for diagnostics but also 
for the detection of viruses in seed extracts. Step 1.1.

•  A fine flour will improve the extraction efficacy. 
Therefore, grind seeds for 20 s at 10 000 r.p.m. to 
get a fine flour. Note that some knives easily become 
blunt and therefore grind less efficiently with time. 
Step 2.2.

•  Coated microtitre plates will lose activity rapidly 
when they are left to dry on the bench for some time. 
Therefore limit time that empty microtitre plates sit 
on bench as much as possible. Step 2.6.

•  The use of appropriate positive and negative controls 
is very important to validate the result. Be sure that, 
apart from a ‘high’ positive control, there is always a 
‘low’ positive control in each plate. Step 2.8.

•  High backgrounds in ELISA are often caused by 
poor washing of the microtitre plates between the 
different incubation steps. Washing can be done 
by hand using PBS/Tween™ 20 or with a washing 
device. The thorough washing of microtitre plates is 
highly critical in several steps (2.6, 3.2 and 4.2) in 
the ELISA, particularly after the incubation with the 
conjugated antiserum. Step 4.2.

Media and solutions
Coating buffer (pH 9.6)

Na2CO3: 1.59 g/l
NaHCO3: 2.93 g/l

Extraction buffer (0.05 M, pH 7.4)

NaCl: 8.0 g/l
KH2PO4: 1.0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14.5 g/l
Tween™ 20: 1.5 ml
PVP (ELISA grade, e.g. molecular weight 

10 000 Da): 20.0 g

Conjugate buffer (0.05 M, pH 7.4)

NaCl: 8.0 g/l
KH2PO4: 1.0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14.5 g/l
Tween™ 20: 1.5 ml
BSA (ELISA grade, e.g. BSA fraction 5): 5.0 g

Substrate buffer (pH 9.6)

Diethanolamine: 97 ml
HCl (32 %): 15 ml
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Buffer de lavado PBS/Tween™ 20 
(0,05 M, pH 7,4)

NaCl: 8,0 g/l
KH2PO4: 1,0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14,5 g/l
Tween™ 20: 1,5 ml

Todos los buffers

Preparación

1. Pesar o medir todos los compuestos en un recipiente 
adecuado.

2. Ajustar el volumen a 1000 ml con agua destilada/
desionizada y disolver o mezclar los compuestos de 
manera apropiada.

3. Chequear el pH con un medidor de pH.

Almacenaje

Almacenar los buffers como se menciona más arriba a 
4 ±2 °C por una semana.

Referencias
Clark, M. F. & Adams, A. N. (1977). Characteristics of the 

microplate method of enzyme linked immunosorbent 
assay for the detection of plant viruses. Journal of 
General Virology, 34, 475–483.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology, 68, 539–
543.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mo saic virus in infected pea seed: seed group size and 
seed decortication. Agronomie, 7, 225–230.

Roberts, S. J., Phelps, K., Taylor, J. D. & Ridout, M. 
S. (1993). Design and interpretation of seed health 
assays. In Proceedings of the First ISTA Plant Disease 
Committee Symposium on Seed Health Testing, Ottawa, 
Canada (ed. J. W. Sheppard), pp. 115–125, Agriculture 
Canada, Ottawa, Canada.

Van Vuurde, J. W. L. & Maat, D. Z. (1985). Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and disperse-
dye immuno assay (DIA): comparison of simultaneous 
and separate incubation of samples and conjugate for 
the routine detection of lettuce mosaic virus and pea 
early-browning virus in seeds. Netherlands Journal of 
Plant Pathology 91, 3–13.

Referencias de validación

ISTA (2007). Proposal for a new method for detect ing pea 
early browning virus and pea seed-borne mosaic virus 
with ELISA. Method Validation Reports. International 
Seed Testing Association, Bassersdorf, Switzerland.
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Waschpuffer PBS/Tween™ 20 (0.05 M, pH 
7.4)

NaCl: 8,0 g
KH2PO4: 1,0 g
Na2HPO4 ∙ 12H2O: 14,5 g
Tween™ 20: 1,5 ml

Für alle Puffer

Herstellung

1.  Einwiegen bzw. -messen aller Komponenten in ein 
geeignetes Gefäß.

2.  Auffüllen des Volumens auf 1000 ml mit destilliertem/
deionisiertem Wasser und lösen oder mischen der 
Komponenten.

3.  Überprüfung des pH-Wertes mit einem pH-Meter.

Lagerung

Die Puffer können bei 4 ±2 °C für eine Woche gelagert 
werden.

Literaturquellen
Clark, M. F. & Adams, A. N. (1977). Characteristics of the 

microplate method of enzyme linked immunosorbent 
assay for the detection of plant viruses. Journal of 
General Virology, 34, 475–483.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology, 68, 539–
543.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mo saic virus in infected pea seed: seed group size and 
seed decortication. Agronomie, 7, 225–230.

Roberts, S. J., Phelps, K., Taylor, J. D. & Ridout, M. 
S. (1993). Design and interpretation of seed health 
assays. In Proceedings of the First ISTA Plant Disease 
Committee Symposium on Seed Health Testing, Ottawa, 
Canada (ed. J. W. Sheppard), pp. 115–125, Agriculture 
Canada, Ottawa, Canada.

Van Vuurde, J. W. L. & Maat, D. Z. (1985). Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and disperse-
dye immuno assay (DIA): comparison of simultaneous 
and separate incubation of samples and conjugate for 
the routine detection of lettuce mosaic virus and pea 
early-browning virus in seeds. Netherlands Journal of 
Plant Pathology 91, 3–13.

Validierungsstudien

ISTA (2007). Proposal for a new method for detect ing pea 
early browning virus and pea seed-borne mosaic virus 
with ELISA. Method Validation Reports. International 
Seed Testing Association, Bassersdorf, Switzerland.
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Tampon de lavage PBS/Tween™ 20 
(0,05 M, pH 7,4)

NaCl : 8,0 g/l
KH2PO4 : 1,0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O : 14,5 g/l
Tween™ 20 : 1,5 ml

Tous les tampons

Préparation

1.  Peser ou mesurer tous les ingrédients dans un récipient 
approprié.

2.  Ajuster le volume à 1000 ml avec de l’eau distillée/
désionisée et dissoudre ou mélanger les ingrédients 
comme appropriés.

3.  Vérifier le pH avec un pH-mètre.

Stockage

Stocker les tampons comme mentionné ci-dessus à 4 ±2 °C 
pendant une semaine.

Références
Clark, M. F. & Adams, A. N. (1977). Characteristics of the 

microplate method of enzyme linked immunosorbent 
assay for the detection of plant viruses. Journal of 
General Virology, 34, 475–483.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology, 68, 539–
543.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mo saic virus in infected pea seed: seed group size and 
seed decortication. Agronomie, 7, 225–230.

Roberts, S. J., Phelps, K., Taylor, J. D. & Ridout, M. 
S. (1993). Design and interpretation of seed health 
assays. In Proceedings of the First ISTA Plant Disease 
Committee Symposium on Seed Health Testing, Ottawa, 
Canada (ed. J. W. Sheppard), pp. 115–125, Agriculture 
Canada, Ottawa, Canada.

Van Vuurde, J. W. L. & Maat, D. Z. (1985). Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and disperse-
dye immuno assay (DIA): comparison of simultaneous 
and separate incubation of samples and conjugate for 
the routine detection of lettuce mosaic virus and pea 
early-browning virus in seeds. Netherlands Journal of 
Plant Pathology 91, 3–13.

Études de validation

ISTA (2007). Proposal for a new method for detect ing pea 
early browning virus and pea seed-borne mosaic virus 
with ELISA. Method Validation Reports. International 
Seed Testing Association, Bassersdorf, Switzerland.
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Washing buffer PBS/Tween™ 20 (0.05 M, 
pH 7.4)

NaCl: 8.0 g/l
KH2PO4: 1.0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14.5 g/l
Tween™ 20: 1.5 ml

All buffers

Preparation

1.  Weigh or measure out all ingredients into a suitable 
container.

2.  Adjust volume to 1000 ml with distilled/deionised 
water and dissolve or mix ingredients as appropriate.

3.  Check the pH with a pH meter.

Storage

Store buffers as mentioned above at 4 ±2 °C for a week.
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for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology, 68, 539–
543.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mo saic virus in infected pea seed: seed group size and 
seed decortication. Agronomie, 7, 225–230.

Roberts, S. J., Phelps, K., Taylor, J. D. & Ridout, M. 
S. (1993). Design and interpretation of seed health 
assays. In Proceedings of the First ISTA Plant Disease 
Committee Symposium on Seed Health Testing, Ottawa, 
Canada (ed. J. W. Sheppard), pp. 115–125, Agriculture 
Canada, Ottawa, Canada.

Van Vuurde, J. W. L. & Maat, D. Z. (1985). Enzyme-
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Plant Pathology 91, 3–13.
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