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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)
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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 :
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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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7‑019b: Detección de Xanthomonas campestris pv. 
campestris en semillas desinfestada/desinfectada de 
Brassica spp.

Hospedante: Brassica spp.
Patógeno(s): Xanthomonas campestris pv. campestris 

(Pammel) Dowson

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

Autores: Asma, M.1, Koenraadt, H.M.S.2 & Politikou, L.3

 1BejoZaden B.V., P.O. Box 50, 1749 ZH Warmenhui-
zen, Holanda. E-mail: m.asma@bejo.nl

 2Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarends-
veen, Holanda. E-mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl

 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Suiza
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2014-01-01
Versión 1.1, 2017-01-01: Materiales – los números de 

cajas de Petri con medio de cultivo se eliminaron; se 
revisaron los pasos 2.5 y 2.6 en Métodos; se revisó el 
Informe de resultados

Versión 1.2, 2018-01-01: Referencia a la adición del ensa-
yo TaqMan como una tercera opción para la detección 
sospechosa en el método 7-019a

Versión 1.3, 2021-01-01: Se agrega Medidas de seguri-
dad; Tamaño de la muestra, revisado

Versión 1.4, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, Métodos 
y Métodos generales, revisados

Antecedentes
La Regla ISTA 7-019 ha sido desarrollada y validada para 
la detección de Xanthomonas campestris pv. campestris 
(Xcc) en semilla no tratada de Brassica spp. El tratamien-
to de agua caliente (HWT = hot water treatment) y los 
tratamientos patentados relacionados contra Xcc son una 
práctica común para tratar lotes de semillas de Brassica 
spp. hallados positivos para el patógeno. Para controlar la 
eficacia de tales tratamientos, los lotes de semillas se vuel-
ven a analizar para detectar células viables de Xcc. La Re-
gla ISTA 7-019 sólo involucra el remojo de semillas para 
la extracción del patógeno. Esta extracción relativamente 
leve del patógeno a partir de semillas enteras, no permite la 
detección de células de Xcc localizadas internamente que 
pudieran haber sobrevivido al tratamiento. Para facilitar 
la detección, la semilla debe ser molida para extraer las 
células situadas en el interior, ya que las mismas tienen 
mejor oportunidad de sobrevivir al tratamiento, respecto 

a las bacterias que se encuentran ubicadas en la superficie 
de la semilla. Una modificación de la Regla ISTA 7-019, 
incluyendo la molienda húmeda de la semilla desinfestada/
desinfectada, ha sido desarrollada y validada en un análisis 
comparativo entre ocho laboratorios organizado por la In-
ternational Seed Health Initiative for Vegetable Crops, ISF 
(ISHI-Veg). La molienda húmeda mejora notablemente la 
extracción y detección de Xcc viable situada en el interior 
de semilla desinfestada/desinfectada. Otros cambios en la 
Regla ISTA 7-019 consisten en el uso de solución salina 
con solución tampón (PBS = phosphate buffered saline) 
en lugar de solución salina, así como una mayor propor-
ción de tampón a la semilla. Esto evita una reducción en 
la recuperación de Xcc debido a un pH subóptimo, espe-
cialmente con ciertos tratamientos patentados (Koenraadt 
et al., 2007). Otros cambios incluyen la concentración del 
extracto de semillas mediante centrifugación, un tiempo 
de incubación más prolongado de los extractos sembrados 
en placas para aumentar la sensibilidad del análisis, mo-
dificaciones de los medios semiselectivos mCS20ABN y 
mFS y la modificación del análisis de patogenicidad.

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. 

Gültig ab 1. Januar 2024

Internationale Vorschriften für die Prüfung von Saatgut Validierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut
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7‑019b: Nachweis von Xanthomonas campestris pv. 
campestris an desinfizierten/hygienisierten Samen von 
Brassica spp.

Wirtspflanze: Brassica spp.
Krankheitserreger: Xanthomonas campestris pv. 

campestris (Pammel) Dowson

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

Autoren: Asma, M.1, Koenraadt, H.M.S.2 & Politikou, L.3
 1BejoZaden B.V., P.O. Box 50, 1749 ZH Warmenhui-

zen, Niederlande
 E-mail: m.asma@bejo.nl
 2Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarends-

veen, Niederlande
 E-mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Schweiz
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Revisionsstand

Version 1.0, 2014-01-01
Version 1.1, 2017-01-01: „Material“: Anzahl Petri-Scha-

len für Medien gelöscht; „Methode“: Schritte 2.5 & 
2.6 überarbeitet; „Berichterstattung der Ergebnisse“ 
überarbeitet

Version 1.2, 2018-01-01: Hinweis auf den Zusatz von 
TaqMan Assay als dritte Option für das Screening von 
verdächtigen Kolonien in Methode 7-019a

Version 1.3, 2021-01-01: Sicherheitsmaßnahmen ergänzt; 
Überarbeitung der Probengröße

Version 1.4, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße, 
Methoden und Allgemeine Methoden

Hintergrund
Die ISTA-Vorschrift 7-019 wurde für den Nachweis von 
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) an unbe-
handeltem Samen von Brassica spp. entwickelt und va-
lidiert. Eine Heißwasserbehandlung (HWB) und ähnliche 
geeignete Behandlungen gegen Xcc sind für die Behand-
lung von Saatgutpartien von Brassica spp. üblich, in de-
nen ein positiver Pathogennachweis erfolgte. Für die Be-
urteilung der Effektivität solcher Behandlungen werden 
die Saatgutpartien nochmalig auf lebende Zellen von Xcc 
untersucht. Die ISTA-Vorschrift 7-019 bezieht sich nur auf 
eingeweichte Samen für die Pathogenextraktion. Diese re-
lativ milde Extraktion des Pathogens von ganzen Samen 
ermöglicht nicht den Nachweis innerer Xcc Zellen, die die 

Behandlung überlebt haben könnten. Um den Nachweis 
zu erleichtern, müssen die Samen gemahlen werden, um 
die im Innern liegenden Zellen, die eine bessere Überle-
benschance als die an der Samenoberfläche befindlichen 
Bakterien haben, zu extrahieren. Eine Modifikation der 
ISTA-Vorschrift 7-019 einschließlich einer feuchten Ver-
mahlung der behandelten/desinfizierten Samen wurde 
entwickelt. Sie wurde in einem Vergleichstest zwischen 8 
Laboren, organisiert vom International Seed Health Initia-
tive-Vegetables (ISHI-Veg), validiert. Die Feuchtvermah-
lung verbessert deutlich die Extraktion und den Nachweis 
der lebensfähigen Zellen von Xcc, die im Innern der be-
handelten/desinfizierten Samen lokalisiert sind. Andere 
Veränderungen zur ISTA-Vorschrift 7-019 bestehen in der 
Verwendung einer gepufferten Salzlösung (PBS = phos-
phate buffered saline) mit einem weiterem Verhältnis von 
Puffer zu Samen. Dies verhindert eine Reduzierung von 
Xcc infolge eines suboptimalen pH-Wertes, insbesondere 
bei bestimmten, nicht bekannten Vorbehandlungen (Koen-
raadt et al., 2007). Andere Veränderungen schließen die 
Konzentration des Samenextraktes bei der Zentrifugation, 
eine längere Inkubationszeit der plattierten Extrakte zur 
Steigerung der Sensibilität der Tests, Modifikationen der 
semi-selektiven Medien mCS20ABN und mFS und eine 
Änderung im Pathogenitätstest ein. 

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. 

Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de Semences Méthodes validées pour analyse sanitaire des semences
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7‑019b : Détection de Xanthomonas campestris 
pv. campestris sur semences de Brassica spp. 
désinfestées/désinfectées

Hôte : Brassica spp.
Pathogène(s) : Xanthomonas campestris pv. campestris 

(Pammel) Dowson

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

Auteurs : Asma, M.1, Koenraadt, H.M.S.2 & Politikou, L.3
 1BejoZaden B.V., P.O. Box 50, 1749 ZH Warmenhui-

zen, Pays-Bas
 Courriel : m.asma@bejo.nl
 2Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarends-

veen, Pays-Bas
 Courriel : h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Suisse
 Courriel : liana.politikou@ufs-asso.com

Historique de la révision

Version 1.0, 2014-01-01
Version 1.1, 2017-01-01 : « Matériel » : nombres de 

boîtes pour milieu supprimés ; « Méthodes » étapes 
2.5 et 2.6 révisées ; « Indications des résultats » révisé

Version 1.2, 2018-01-01 : référence à l’addition d’un Taq-
Man comme 3ème option pour le criblage des isolats 
suspects dans la méthode 7-019a

Version 1.3, 2021-01-01 : Ajout de « Mesures de sécu-
rité » ; « Taille de l’échantillon » révisé

Version 1.4, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon », 
« Méthodes » et « Méthodes générales » révisés

Historique
La règle ISTA 7-019 a été développée et validée pour la 
détection de Xanthomonas campestris pv. campestris 
(Xcc) sur semences non traitées de Brassica spp. Un traite-
ment à l’eau chaude (HWT) et d’autres traitements confi-
dentiels apparentés contre Xcc sont communément utilisés 
pour traiter des lots de semences de Brassica spp positifs. 
Pour contrôler l’efficacité de tels traitements, les lots de 
semences sont testés à nouveau pour détecter les bactéries 
Xcc viables. La règle ISTA 7-019 implique uniquement 
l’extraction du pathogène par macération des semences. 
Cette extraction relativement douce du pathogène, de 
l’ensemble des semences, ne permet pas la détection des 
cellules de Xcc localisées à l’intérieur des graines et qui 
pourraient avoir survécu au traitement. Pour faciliter la 
détection, les semences doivent être broyées pour extraire 

les cellules localisées à l’intérieur et qui ont plus de chance 
de survivre au traitement que les bactéries localisées à la 
surface des semences. Une modification de la règle ISTA 
7-019 impliquant le broyage humide de semences désin-
festées/désinfectées a été développée et validée lors d’un 
test comparatif réalisé avec huit laboratoires et orga-
nisé par l’International Seed Health Initiative-Vegetables 
(ISHI-Veg). Le broyage humide a fortement amélioré l’ex-
traction et la détection de bactéries viables de Xcc locali-
sées à l’intérieur des semences désinfestées/désinfectées. 
D’autres changements de la règle ISTA 7-019 consistent à 
utiliser un tampon (PBS = phosphate buffered saline) à la 
place de l’eau saline et d’utiliser une plus grande quantité 
de tampon par semence. Cette mesure évite la diminution 
de la récupération de Xcc due à un pH suboptimal, en parti-
culier avec certains traitements confidentiels (Koenraadt et 
al., 2007). D’autres changements consistent à concentrer 
l’extrait de semence par centrifugation, un temps d’incu-
bation plus long des boîtes d’analyse pour augmenter la 
sensibilité du test, des modifications des milieux semi-sé-
léctifs mCS20ABN et mFS ainsi qu’une modification du 
test de pouvoir pathogène.

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. 

7-019b-3
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7‑019b: Detection of Xanthomonas campestris pv. 
campestris in disinfested/disinfected Brassica spp. 
seed

Host: Brassica spp.
Pathogen(s): Xanthomonas campestris pv. campestris 

(Pammel) Dowson

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

Authors: Asma, M.1, Koenraadt, H.M.S.2 & Politikou, 
L.3

 1BejoZaden B.V., P.O. Box 50, 1749 ZH 
Warmenhuizen, the Netherlands

 E-mail: m.asma@bejo.nl
 2Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA 

Roelofarendsveen, the Netherlands
 E-mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Revision history

Version 1.0, 2014-01-01
Version 1.1, 2017-01-01: Materials – numbers of Petri 

dishes for media deleted; Methods steps 2.5 & 2.6 
revised; Reporting results revised

Version 1.2, 2018-01-01: Reference to the addition of 
TaqMan assay as a third option for suspect screening 
in method 7-019a

Version 1.3, 2021-01-01: Safety precautions added; 
Sample size revised

Version 1.4, 2024-01-01: Sample size, Methods and 
General methods revised

Background
The ISTA Rule 7-019 has been developed and validated for 
the detection of Xanthomonas campestris pv. campestris 
(Xcc) on Brassica spp. untreated seed. Hot water treatment 
(HWT) and related proprietary treatments against Xcc are 
a common practice to treat Brassica spp. seed lots found 
to be pathogen positive. To monitor the efficacy of such 
treatments, the seed lots are retested for viable cells of 
Xcc. The ISTA Rule 7-019 involves only seed soaking 
for pathogen extraction. This relatively mild extraction 
of the pathogen from whole seeds does not allow for the 
detection of internally located Xcc cells which might 
have survived the treatment. To facilitate detection, 

seed must be ground to extract the internally located 
cells that have a better chance of surviving the treatment 
than bacteria located on the seed surface. A modification 
of the ISTA Rule 7-019, involving wet grinding of the 
disinfested/disinfected seed, has been developed and 
validated in a comparative test between eight laboratories 
organised by the International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg). Wet grinding strongly 
enhances the extraction and detection of viable Xcc 
located internally in disinfested/disinfected seed. Other 
changes to the ISTA Rule 7-019 consist of the use of 
phosphate buffered saline (PBS), rather than saline, as 
well as a larger ratio of buffer to the seed. This avoids 
a reduction of the Xcc recovery due to a suboptimal pH, 
especially with certain proprietary treatments (Koenraadt 
et al., 2007). Other changes include concentration of the 
seed extract by centrifugation, a longer incubation time of 
the plated extracts to increase the sensitivity of the assay, 
modifications of the semi-selective media mCS20ABN 
and mFS, and modification of the pathogenicity test.

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. 
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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
Este método de análisis es apropiado para la semilla que 
ha sido tratada usando procesos físicos (agua caliente) o 
químicos (cloro) o procesos patentados aspirando a la des-
infestación/desinfección, siempre que cualquier residuo, si 
está presente, no afecte la confiabilidad del análisis. Este 
método de análisis no ha sido validado para semillas tra-
tadas con productos químicos de protección o sustancias 
biológicas.

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 debe ser 30 000 semillas y el tamaño máximo de 
la sub-muestra debe ser 10 000 semillas.

Materiales
Material de referencia: cepa conocida de Xanthomonas 

campestris pv. campestris (Xcc) o material de referen-
cia estandarizado

Placas de medio mFS: cajas de Petri de 90 mm
Placas de medio mCS20ABN: cajas de Petri de 90 mm
Placas de medio YDC (yeast dextrose chalk): para sub-

cultivo (al menos 1 por sub-muestra)
Matraces cónicos: con PBS estéril (fosfato 0,05 M) más 

Tween™ 20 (0,02 % v/v) para embeber las semillas 
(25 ml por 1000 semillas)

Agitador orbital
Molinillo: por ejemplo, Ultra Turrax con herramienta de 

dispersión S25N-25G o equivalente
Bolsas con filtro: por ejemplo, bolsas con filtro modelo 

P 400 ml (Interscience, Francia) o modelo universal 
de bolsa de extracción con lámina intermedia sintética 
(Bioreba, Suiza) o bolsas de extracción con filtro (Neo-
gen Europa, Escocia) para filtrar partículas gruesas de 
los extractos.

Centrífuga: por ejemplo, capaz de proporcionar fuerza 
centrífuga de 5000× g

Botellas para diluciones: conteniendo 4,5 ml de PBS es-
téril (fosfato 0,05 M) más Tween™ 20 (0,02 % v/v) 
(1 por sub-muestra). Otros volúmenes pueden ser acep-
tables, ver Métodos generales

Pipetas automáticas: verificar la exactitud y precisión 
regularmente

Puntas de pipetas estériles
Varillas de vidrio dobladas estériles
Etanol 70 %: para la desinfección de superficies y 

equipamiento
Balanza: con adecuada para pesar con aproximación 

0,001 g
Medidor de pH: adecuado para medir con aproximación 

de 0,01 unidades de pH
Incubadora: programada a 28–30 °C
Plántulas de Brassica spp: susceptible a todas las razas 

del patógeno para el análisis de patogenicidad (por 
ejemplo, B. oleracea ‘Wirosa’)

Preparación de la muestra
Esto puede hacerse con anterioridad al análisis.

Es vital excluir cualquier posibilidad de contaminación 
cruzada entre las muestras de semillas. Por lo tanto, es 
esencial desinfectar todas las superficies, envases, manos, 
etc., antes y después de manipular cada muestra. Esto pue-
de lograrse frotando/rociando el equipamiento y las manos 
enguantadas con etanol 70 %.
1.  Contar el número de semillas en un peso conocido. Es-

timar el peso de mil semillas (PMS) como sigue:
  PMS= (peso de semillas / número de semillas) × 1000
2.  Basado en el PMS estimado, pesar las sub-muestras del 

tamaño requerido dentro de bolsas de polietileno, nue-
vas y limpias o en recipientes contenedores.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.  Extracción 
1.1  Colocar las semillas de cada sub-muestra en PBS esté-

ril (fosfato 0,05 M) más Tween™ 20 (0,02 % v/v) en 
un matraz cónico o recipiente equivalente. El volumen 
debería ajustarse de acuerdo al número de semillas usa-
das (25 ml para 1000 semillas) (PCC).

1.2  Agitar por 2,5 horas a temperatura ambiente (20–25 °C) 
en un agitador orbital programado a 100–125 rpm.

1.3  Moler las semillas con un molinillo hasta que todas 
estén completamente molidas. Este punto debería al-
canzarse en 2 minutos de molienda como máximo. De 
lo contrario, seleccionar otro equipo de molienda alter-
nativo. Dependiendo del tipo de molinillo usado, des-
infectar apropiadamente entre sub-muestras y muestras 
para evitar cualquier contaminación cruzada (PCC).

2.  Dilución y siembra
2.1  Filtrar las partículas gruesas del extracto de semillas 

usando una bolsa con filtro modelo P 400 ml (InterS-
cience, Francia), un modelo universal de bolsa de ex-
tracción con lámina intermedia sintética (Bioreba, Sui-
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•  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
Diese Untersuchungsmethode ist für Samen, die mit phy-
sikalischen (Heißwasser) oder chemischen (Chlor) oder 
anderen geeigneten Verfahren zum Zweck der Desinfizie-
rung/Hygienisierung behandelt wurden, geeignet, unter 
der Voraussetzung, dass jeder Rückstand, soweit vorhan-
den, die Wirkungsweise des Nachweises nicht beeinflusst. 
Diese Methode wurde nicht für Samen validiert, die mit 
schützenden chemischen oder biologischen Substanzen 
behandelt wurden.

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 
Mindestprobengröße sollte 30 000 Samen und die maxi-
male Teilprobengröße sollte 10 000 Samen betragen.

Material
Referenzmaterial: Bekannter Stamm von Xanthomonas 

campestris pv. campestris (Xcc) oder standardisiertes 
Referenzmaterial

Petrischalen mit mFS Medium: 90 mm Petrischalen
Petrischalen mit mCS20ABN Medium: 90 mm 

Petrischalen
Petrischalen mit YDC (yeast dextrose chalk) Medi-

um: Zur Subkultivierung (mindestens 1 je Teilprobe)
Erlenmeyerkolben: Mit sterilem PBS (0,05 M Phosphat) 

plus Tween™ 20 (0.02 % v/v) zum Einweichen der Sa-
men (25 ml je 1000 Samen)

Kreisschüttler
Mühle: z. B. Ultra Turrax mit S25N-25G Verteilungszu-

satz oder ähnliches

Filtertaschen: z. B. Beutel-Filter-Modell P 400 ml (In-
terscience, Frankreich) oder universelles Extraktions-
beutel-Modell mit synthetischen Zwischenschichten 
(Bioreba, Schweiz) oder Filterextraktionsbeutel (Neo-
gen Europe, Schottland) zur Filtration grober Partikel 
aus dem Extrakt.

Zentrifuge: z. B. empfohlene Zentrifugalkraft von 
5000× g

Verdünnungsgefäße: Enthalten 4,5 ml des sterilen PBS 
(0,05 M Phosphat) plus Tween™ 20 (0.02 % v/v)(1 je 
Teilprobe). Andere Volumen sind zulässig, siehe Allge-
meine Methoden

Automatische Pipetten: Genauigkeit und Präzision sind 
regelmäßig zu überprüfen.

Sterile Pipettenspitzen
Sterile Drigalskispatel
70 % Ethanol: Zur Desinfektion von Oberflächen und 

Arbeitsmaterial.
Waage: Auf 0,001 g genau
pH Meter: Anzeigegenauigkeit von 0,01 pH-Einheiten
Inkubator: Betrieb bei 28–30 °C.
Brassica spp. Keimlinge: Anfällig für alle Rassen des 

Krankheitserregers im Pathogenitätstest (z. B. B. 
oleracea ‘Wirosa’).

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 Ethanol 
und dem Tragen von Handschuhen erfolgen.
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. Extraktion
1.1  Einweichen der Samen in steriler PBS (0,05 M 

Phosphat) mit Tween™ 20 (0,02 % v/v) in Erlenmeyer-
kolben oder äquivalenten Behältnissen. Das in ml er-
forderliche Volumen sollte der verwendeten Samen-
zahl angepasst sein (25 ml je 1.000 Samen)(KKP). 
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•  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
Cette méthode de test est adaptée aux graines traitées de 
manière physique (eau chaude), chimique (chlore) ou par 
des procédés brevetés de désinfestation/désinfection, à 
condition que tout résidu, si présent, n’ait aucune influence 
sur la fiabilité de l’essai. Cette méthode de test n’a pas 
été validée pour des semences traitées avec des produits 
chimiques de protection ou des substances biologiques.

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-
mum de l’échantillon devrait être de 30 000 semences et 
la taille maximum des sous-échantillons devrait être de 
10 000 semences.

Matériel
Matériel de référence : souche connue de Xanthomonas 

campestris pv. campestris (Xcc) ou matériel de réfé-
rence standardisé

Boîtes de milieu mFS : boîtes de Petri de 90 mm
Boîtes de milieu mCS20ABN : boîtes de Petri de 90 mm
Boîtes de milieu YDC (yeast dextrose chalk) : pour le 

repiquage (au moins une boîte par sous-échantillon)
Erlenmeyer : contenant du tampon PBS (0,05 M phos-

phate) plus Tween™ 20 (0,02 % v/v) stérile pour la 
macération des semences (25 ml pour 1000 semences)

Agitateur orbital
Broyeur : p. ex. Ultra Turrax avec l’outil de dispersion 

S25N-25G ou équivalent
Sac à filtre : p. ex. Bag Filter modèle P 400 ml (Inter-

science, France) ou un modèle de sac d’extraction 
universel avec une couche synthétique intermédiaire 
(Bioreba, Suisse) ou sacs à filtre d’extraction (Neogen 
Europe, Écosse) pour filtrer les particules grossières 
des extraits.

Centrifugeuse : p. ex. capable de produire une force cen-
trifuge de 5000× g

Tubes de dilution : p. ex. contenant 4,5 ml de tampon 
PBS (0,05 M phosphate) plus Tween™ 20 (0,02 % 
v/v) stérile (1 par sous-échantillon). D’autres volumes 
peuvent être acceptables, voir Méthodes générales.

Pipettes automatiques : vérifier l’exactitude et la préci-
sion régulièrement

Cônes de pipette stériles
Tiges de verre coudées (râteaux) stériles
Ethanol à 70 % : pour la désinfection des surfaces et du 

matériel
Balance : capable de peser à 0,001 g près
pH mètre : capable de mesurer à 0,01 unité de pH près
Incubateur : fonctionnant à 28–30 °C.
Plantules de Brassica spp. : sensible à toutes les races 

du pathogène pour test de pouvoir pathogène (p. ex. B. 
oleracea « Wirosa »).

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

Il est essentiel d’exclure toute possibilité de contami-
nation croisée entre les échantillons de semences. Il est 
donc indispensable de désinfecter toutes les surfaces, réci-
pients, mains, etc. avant et après avoir manipulé chaque 
échantillon. Ceci peut être réalisé en essuyant ou en pulvé-
risant de l’éthanol à 70 %, ou équivalent, sur l’équipement 
et les gants.
1.  Compter le nombre de semences dans un poids connu. 

Estimer la masse de mille semences (MMS) comme 
suit :

  MMS = (masse de semences / nombre des 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  Mettre en suspension les semences de chaque sous-

échantillon dans du tampon PBS (0,05 M phos-
phate) plus Tween™ 20 (0,02 % v/v) stérile dans un 
erlenmeyer ou autre récipient équivalent. Le volume 
doit être ajusté en fonction du nombre de semences 
analysé (25 ml pour 1000 semences)(CCP).

1.2  Agiter pendant 2,5 h à température ambiante (20–
25 °C) sur un agitateur orbital réglé à 100-125 tr/min.

1.3  Broyer les graines avec un broyeur jusqu’à ce que 
toutes les graines soient complètement broyées. 
L’étape de broyage ne doit pas excéder 2 min. Si ce 
n’est pas le cas, utiliser un autre matériel de broyage. 
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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
This test method is suitable for seed that has been treated 
using physical (hot water) or chemical (chlorine) or 
proprietary processes with the aim of disinfestation/
disinfection, provided that any residue, if present, does 
not influence the reliability of the assay. This test method 
has not been validated for seed treated with protective 
chemicals or biological substances.

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 sample size should be 30 000 
seeds and the maximum subsample size should be 10 000 
seeds.

Materials
Reference material: known strain of Xanthomonas 

campestris pv. campestris (Xcc) or standardised 
reference material

Plates of mFS medium: 90 mm Petri dishes
Plates of mCS20ABN medium: 90 mm Petri dishes
Plates of YDC (yeast dextrose chalk) medium: for 

subculture (at least 1 per subsample)
Conical flasks: with sterile PBS (0.05 M phosphate) 

plus Tween™ 20 (0.02 % v/v) for soaking of seeds 
(25 ml per 1,000 seeds)

Orbital shaker
Grinder: e.g. Ultra Turrax with S25N-25G dispersion 

tool or equivalent
Filter bags: e.g. bag filter model P 400 ml (Interscience, 

France) or universal extraction bag model with 
synthetic intermediate layer (Bioreba, Switzerland) or 
filter extraction bags (Neogen Europe, Scotland) for 
filtering coarse particles from extracts

Centrifuge: e.g. capable of providing centrifugal force 
of 5000× g

Dilution bottles: containing 4.5 ml of sterile PBS 
(0.05 M phosphate) plus Tween™ 20 (0.02 % v/v) 
(1 per subsample). Other volumes may be acceptable, 
see General methods

Automatic pipettes: check accuracy and precision 
regularly

Sterile pipette tips
Sterile bent glass rods
70 % ethanol: for disinfection of surfaces, equipment
Balance: capable of weighing to the nearest 0.001 g
pH meter: capable of being read to the nearest 0.01 pH 

unit
Incubator: capable of operating at 28–30 °C)
Brassica spp. seedlings: susceptible to all races of the 

pathogen for pathogenicity test (e.g. B. oleracea 
‘Wirosa’)

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 be 
achieved by swabbing/spraying equipment and gloved 
hands with 70 % ethanol.
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 of each subsample in sterile PBS 

(0.05 M phosphate) plus Tween™ 20 (0.02 % v/v) in 
a conical flask or equivalent container. The volume 
should be adjusted according to the number of seeds 
used (25 ml per 1000 seeds)(CCP).

1.2  Shake for 2.5 h at room temperature (20–25 °C) on an 
orbital shaker set at 100–125 rpm.

1.3  Grind the seeds with a grinder until all seeds are 
completely ground. This point should be reached in 
at most 2 min of grinding. If not, select alternative 
grinding equipment. Depending on the type of grinder 
used, disinfect properly between subsamples and 
samples to avoid any cross-contamination (CCP).

2.  Dilution and plating
2.1  Filter coarse particles from the seed extract, using 

a bag filter model P 400 ml (InterScience, France), 
universal extraction bag model with synthetic 
intermediate layer (Bioreba, Switzerland) or filter 
extraction bags (Neogen Europe, Scotland) (Fig. 1).

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-019bSample size description revised for consistency across methods.
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Figura 1. Extracto de semillas de repollo molidas en una 
bolsa con filtro lateral. El filtro lateral es usado para elimi-
nar las partículas gruesas del extracto crudo de semillas 
(ver la flecha).

Figura 2. Placas de mFS (a) y mCS20ABN (b) después 
de 5 días de incubación a 28 °C mostrando las colonias 
típicas de Xanthomonas campestris pv. campestris rodea-
das por zonas de hidrólisis de almidón.

za) o bolsas de extracción con filtro (Neogen Europa, 
Escocia) (Fig. 1).

2.2  Transferir 3,5 ml del extracto de semillas filtrado a un 
tubo y mantener las muestras en hielo. Esta muestra 
de 3,5 ml debe usarse para preparar una dilución 1:10 
(usar 0,5 ml) y una concentración 1:10 (usar 2 ml). La 
muestra remanente (1 ml) se debe usar para sembrar el 
extracto de semilla sin diluir. 

2.3  Preparar una dilución de 1:10 (dilución 10-1) a partir 
del extracto de semillas filtradas. Pipetear 0,5 ml de ex-
tracto dentro de 4,5 ml de PBS estéril (fosfato 0,05 M) 
más Tween™ 20 (0,02 % v/v) y agitar en vortex (dilu-
ción 10-1) (ver Métodos generales).

2.4  Preparar un concentrado del extracto de 1:10 (101 de 
concentración) mediante centrifugación de una mues-
tra de 2 ml durante 5 minutos a 5000× g. Remover cui-
dadosamente el sobrenadante y resuspender el preci-
pitado en 200 µl de PBS estéril (fosfato 0,05 M) más 
Tween™ 20 (0,02 % v/v).

2.5  Pipetear 100 µl de la dilución de 1:10 (dilución 10-1) 
y del extracto de semilla sin diluir, sembrar en placas 
de cada uno de los medios selectivos (mFS y mC-
S20ABN) y distribuirlo en la superficie con una varilla 
de vidrio doblada estéril (ver Métodos generales).

2.6  Pipetear 100 µl del extracto de semilla concentrado 
1:10 (concentración 101) en placas de cada uno de los 
medios selectivos (mFS y mCS20ABN) y distribuirlo 
en la superficie con una varilla de vidrio doblada estéril 
(ver Métodos generales).

2.7  Incubar las placas a 28–30 °C invertidas y examinarlas 
después de 4–6 días (PCC).

3.  Control positivo (cultivo o material de referencia)
3.1  Preparar una suspensión de una cepa conocida de 

Xcc en PBS estéril (fosfato 0,05 M) más Tween™ 
20 (0,02 % v/v) o reconstituir el material de referen-
cia estandarizado de acuerdo a las instrucciones del 
proveedor.

3.2  Diluir la suspensión suficientemente hasta obtener di-
luciones que contengan aproximadamente 10–2 a 10–4 
ufc/ml. Esto puede requerir hasta siete diluciones se-
riadas de 1:10 a partir de una suspensión turbia. 

3.3  Pipetear 100 µl de la dilución apropiada en las pla-
cas de cada uno de los medios selectivos (mFS, mC-
S20ABN) y distribuirla en la superficie con una varilla 
de vidrio doblada estéril.

3.4  Incubar las placas con las placas de la muestra.
4.  Control de esterilidad
4.1  Preparar una serie de diluciones a partir de una mues-

tra del medio de extracción (ej.: PBS con Tween™ 20) 
que no contenga semillas y sembrar en cada medio de 
cultivo como se hizo con las muestras.

5.  Examinación de las placas
5.1  Examinar las placas del control de esterilidad y del 

control positivo (PCC).
5.2  Examinar las placas de las muestras para la presencia 

de colonias típicas de Xcc comparando con las placas 
del control positivo.

5.3  En mFS después de 4–6 días, las colonias de Xcc son 
pequeñas, verde pálido, mucoides y están rodeadas por 
una zona de hidrólisis del almidón. Esta zona aparece 
como un halo que puede ser más fácil de ver con un 
fondo negro (Fig. 2a). 
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1.2  Auf einem Kreisschüttler bei 100–125 U.p.m. für 2,5 h 
bei Raumtemperatur (20–25 °C) schütteln.

1.3  Mahlen der Samen mit einer Mühle bis alle Samen 
vollständig gemahlen sind. Dieser Punkt sollte nach 
ungefähr 2-minütigem Mahlen erreicht sein, wenn 
nicht, sollte eine alternative Mahlausrüstung gewählt 
werden. In Abhängigkeit von der verwendeten Müh-
le erfolgt eine gründliche Desinfektion zwischen den 
Teilproben und Proben um jede Kreuzkontamination 
zu vermeiden (KKP).

2. Verdünnen und Ausplattieren
2.1  Abfiltrieren grober Partikel aus dem Samenextrakt un-

ter Verwendung eines Beutel-Filter-Modells P 400 ml 
(Interscience, Frankreich), universellen Extraktions-
beutel-Modells mit synthetischer Zwischenschicht 
(Bioreba, Schweiz) oder Filterextraktionsbeutel (Neo-
gen Europe, Schottland)(Abb. 1).

2.2  Überführen von 3,5 ml des filtrierten Samenextraktes 
in ein Gefäß und Aufbewahrung der Proben auf Eis. 
Diese 3,5 ml Probe muss zur Herstellung einer 10-fach 
Verdünnung (Verwendung 0,5 ml) und einer 10-fach 
Konzentrierung (Verwendung 2 ml) benutzt werden. 
Die verbleibende Probe (1 ml) muss für das Ausplattie-
ren des unverdünnten Samenextraktes benutzt werden.

2.3  Herstellen einer 10-fach Verdünnung (10-1-Verdün-
nung) aus dem filtrierten Samenextrakt. 0,5 ml des 
Extraktes in 4,5 ml der sterilen PBS-Lösung (0,05 M 
Phosphat) mit Tween™ 20 (0,02 % v/v) pipettieren und 
zur gründlichen Mischung (10-1-Verdünnung) vortexen 
(siehe Allgemeine Methoden).

2.4  Herstellen eines 10-fach konzentrierten Extraktes 
(101 Konzentration) durch Zentrifugation von 2 ml 
Probe für 5 min bei 5.000× g. Vorsichtiges Entfer-
nen des Überstandes und Resuspendieren des Pellets 
in 200 µl steriler PBS-Lösung (0,05 M Phosphat) mit 
TWEEN™® 20 (0,02 % v/v).

2.5 100 µl der 10-fach-Verdünnung (10-1 Verdünnung) und 
den unverdünnten Samenextrakt auf Agarplatten jedes 
Selektivmediums (mFS und mCS20ABN) pipettieren 
und auf der Agaroberfläche mit einem sterilen Drigal-
skispatel verteilen (siehe Allgemeine Methoden).

2.6  100 µl der 10-fach-Konzentration (101 Konzentration) 
auf Agarplatten jedes Selektivmediums (mFS und mC-
S20ABN) pipettieren und auf der Agaroberfläche mit 
einem sterilen Drigalskispatel verteilen (siehe Allge-
meine Methoden).

2.7  Inkubieren der Platten kopfüber bei 28–30 °C und Un-
tersuchung nach 4–6 Tagen (KKP).

3. Positivkontrolle (Kultur oder Referenzmaterial)
3.1  Herstellen einer Suspension eines bekannten Stammes 

von Xcc in steriler PBS-Lösung (0,05 M Phosphat) mit 
Tween™ 20 (0,02 % v/v) oder Nutzung einer Standar-
dreferenzkultur nach Angaben des Herstellers.

3.2  Suspension ausreichend verdünnen, um eine Konzen-
tration von ungefähr 10–2 bis 10–4 cfu/ml zu erhalten. 
Dies kann bei trüben Ausgangssuspensionen bis zu sie-
ben 10-fach-Verdünnungsreihen erfordern.

3.3  100 µl einer entsprechend zählbaren Verdünnung auf 
Platten jedes Selektivmediums (mFS, mCS20ABN) pi-
pettieren und auf der Agaroberfläche mit einem sterilen 
Drigalskispatel verteilen.

Abb. 1. Extrakte gemahlener Kohlsamen in einem Sei-
tenfilterbeutel. Der Seitenfilter wird verwendet, um grobe 
Partikel vom unbehandelten Samenextrakt zu entfernen 
(siehe Pfeil).

Abb. 2. Platten von mFS (a) und mCS20ABN (b) nach 5 
Tagen Inkubation bei 28 °C zeigen typische Kolonien von 
X. campestris pv. campestris umgeben von Zonen der 
Stärkehydrolyse.

a

b
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Selon le type de broyeur utilisé, désinfecter correcte-
ment entre chaque sous-échantillon et échantillon pour 
éviter toute contamination croisée (CCP).

2.  Dilution et étalement
2.1  Filtrer les particules grossières de l’extrait de semences, 

à l’aide d’un sac à filter modèle P 400 ml (Interscience, 
France) ou un modèle de sac d’extraction universel 
avec une couche synthétique intermédiaire (Bioreba, 
Suisse) ou sacs à filtre d’extraction (Neogen Europe, 
Scotland)(Fig. 1).

2.2  Transférer 3,5 ml de l’extrait de semences filtré dans 
un tube et garder les échantillons dans la glace. Cet 
échantillon de 3,5 ml doit être utilisé pour préparer une 
dilution au dixième (utiliser 0,5 ml) et une concentra-
tion par 10 (utiliser 2 ml). Le volume restant (1 ml) doit 
être utilisé pour étaler sur boîte l’extrait de semences 
non-dilué.

2.3  Préparer une dilution au dixième (dilution 10-1) à 
partir de l’extrait de semences filtré. Pipetter 0,5 ml 
dans 4,5 ml de tampon PBS (0,05 M phosphate) plus 
Tween™ 20 (0,02 % v/v) stérile et vortexer pour mé-
langer (dilution 10-1)(voir Méthodes Générales).

2.4  Préparer l’extrait concentré par 10 (dilution 101) en 
centrifugeant 2 ml d’extrait non dilué pendant 5 min 
à 5,000× g. Eliminer le surnageant avec précaution et 
re-suspendre le culot dans 200 µl de tampon PBS (0,05 
M phosphate) plus Tween™ 20 (0,02 % v/v) stérile.

2.5  Déposer 100 µl de la dilution au dixième (dilution 10–1) 
puis de l’extrait de semences non dilué sur des boîtes 
de chaque milieu semi-séléctif (mFS et mCS20ABN) 

et étaler sur la surface avec un râteau stérile (voir Mé-
thodes générales).

2.6  Pipetter 100 µl de l’extrait de semences concentré par 
10 (concentration 101) et déposer sur des boîtes de 
chaque milieu semi-séléctif (mFS et mCS20ABN) et 
étaler sur la surface avec un râteau stérile (voir Mé-
thodes Générales).

2.7  Incuber les boîtes à 28–30 °C à l’envers et examiner 
après 4-6 jours (CCP).

3.  Contrôle positif (culture ou matériel de référence)
3.1  Préparer une suspension d’une souche connue de Xcc 

dans du tampon PBS (0,05 M phosphate) plus Tween™ 
20 (0,02 % v/v) stérile ou régénérer le matériel de réfé-
rence standardisé selon les instructions du fournisseur.

3.2  Diluer la suspension suffisamment pour obtenir des di-
lutions contenant environ 10–2 à 10–4 cfu/ml. Ceci peut 
demander plus de 7 dilutions en série au dixième à par-
tir d’une suspension trouble.

3.3  Pipetter 100 µl des dilutions appropriées et dépo-
ser sur des boîtes de chaque milieu séléctif (mFS, 
mCS20ABN) et étaler sur la surface avec un râteau 
stérile.

3.4  Incuber les boîtes avec les boîtes d’analyse.
4.  Contrôle de stérilité
4.1  Déposer une série de dilution faite à partir d’un échan-

tillon de tampon d’extraction (i.e. PBS plus Tween™ 
20), ne contenant aucune semence, et étaler sur chacun 
des milieux, comme pour les échantillons.

Figure 1. Extraits de graines de chou dans un sac à filtre 
latéral. Le filtre latéral est utilisé pour éliminer les parti-
cules grossières de l’extrait de semences brut (voir flèche).

a

b

Figure 2. Boîtes de milieu mFS (a) et mCS20ABN (b) 
après 5 jours d’incubation à 28 °C présentant des colo-
nies typiques de Xanthomonas campestris pv. campestris 
entourées de zones d’hydrolyse d’amidon.
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2.2  Transfer 3.5 ml of the filtered seed extract to a tube 
and keep the samples on ice. This 3.5 ml sample must 
be used to prepare a tenfold dilution (use 0.5 ml) and 
a tenfold concentration (use 2 ml). The remaining 
sample (1 ml) must be used to plate the undiluted seed 
extract.

2.3  Prepare a tenfold dilution (10–1 dilution) from the 
filtered seed extract. Pipette 0.5 ml of the extract 
into 4.5 ml of sterile PBS (0.05 M phosphate) plus 
Tween™ 20 (0.02 % v/v) and vortex to mix (10–1 

dilution)(see General methods).
2.4  Prepare a tenfold concentrated extract (101 

concentration) by centrifugation of 2 ml sample for 
5 min at 5000× g. Carefully remove the supernatant 
and re-suspend the pellet in 200 μl of sterile PBS 
(0.05 M phosphate) plus Tween™ 20 (0.02 % v/v).

2.5  Pipette 100 μl of the tenfold dilution (10–1 dilution) 
and then the undiluted seed extract onto plates of each 
of the selective media (mFS and mCS20ABN) and 
spread over the surface with a sterile bent glass rod 
(see General methods).

2.6  Pipette 100 μl of the tenfold concentrated seed extract 
(101 concentration) onto plates of each of the selective 
media (mFS and mCS20ABN) and spread over the 
surface with a sterile bent glass rod (see General 
methods).

2.7  Incubate plates at 28–30 °C upside down and examine 
after 4–6 days (CCP).

3.  Positive control (culture or reference material)
3.1  Prepare a suspension of a known strain of Xcc in 

sterile PBS (0.05 M phosphate) plus Tween™ 20 
(0.02 % v/v) or reconstitute standardised reference 
material according to the supplier’s instructions.

3.2  Dilute the suspension sufficiently to obtain dilutions 
containing approx. 10–2 to 10–4 cfu/ml. This may 
require up to seven tenfold dilutions from a turbid 
suspension.

3.3  Pipette 100 μl of appropriate countable dilutions 
onto plates of each of the selective media (mFS, 
mCS20ABN) and spread over the surface with a 
sterile bent glass rod.

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. PBS plus Tween™ 20), 
containing no seeds, and plate on each of the media as 
for samples.

5.  Examination of the plates
5.1  Examine sterility check and positive control plates 

(CCP).
5.2  Examine the sample plates for the presence of typical 

Xcc colonies by comparison with the positive control 
plates.

5.3  On mFS after 4–6 d, Xcc colonies are small, pale 
green, mucoid and surrounded by a zone of starch 
hydrolysis. This zone appears as a halo that may be 
easier to see with a black background (Fig. 2a).

a

b

Figure 1. Extracts of ground cabbage seeds in a lateral fil-
ter bag. The lateral filter is used to remove coarse particles 
from the crude seed extract (see arrow).

Figure 2. Plates of mFS (a) and mCS20ABN (b) after 5 
days of incubation at 28 °C showing typical colonies of 
Xanthomonas campestris pv. campestris surrounded by 
zones of starch hydrolysis.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-019bEditorial changes to harmonise description of dilutions under Methods.
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Figura 3. Crecimiento típico amarillo mucoide de aisla-
mientos de Xanthomonas campestris pv. campestris en 
placas sectorizadas de YDC luego de 3 días a 28 °C. Sólo 
los cultivos sospechosos están indicados con flechas.

Figura 4. Hojas de repollo de 7 días post-inoculación con 
Xanthomonas campestris pv. campestris. Los síntomas 
típicos son nervaduras negras, marchitamiento y clorosis. 
La hoja inferior izquierda se usó como control negativo.

5.4  Después de 4–6 días en mCS20ABN, las colonias de 
Xcc son amarillas, mucoides y están rodeadas por una 
zona de hidrólisis del almidón (Fig. 2b).

5.5  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 secto-

rizadas de YDC. Para evitar la potencial contamina-
ción cruzada de los aislamientos, usar una nueva placa 
sectorizada para cada sub-muestra. El número exacto 
de cantidades de colonias subcultivadas dependerá del 
número y variabilidad de colonias sospechosas en la 
placa: si se presentan, al menos deben cultivarse seis 
colonias por sub-muestra (PCC). 

6.2  Subcultivar el aislamiento del control positivo en una 
placa sectorizada para la comparación.

6.3  Incubar las placas sectorizadas durante 3–4 días a 
28–30 °C.

6.4  Comparar la apariencia del crecimiento con el control 
positivo. En YDC, las colonias de Xcc son amarillas y 
mucoides (Fig. 3) (PCC).

6.5  Confirmar la identidad de los aislamientos mediante 
patogenicidad en plántulas de Brassica de susceptibili-
dad conocida o por reacción en cadena de la polimera-
sa (PCR = polymerase chain reaction) ) (PCC).

6.6  Registrar los resultados de cada colonia subcultivada.

7.  Análisis de patogenicidad
7.1  Hacer crecer plántulas de un cultivar conocido de 

Brassica que sea susceptible a todas las razas de Xcc 
(ej.: ‘Wirosa’; ver Vicente et al., 2001) a 20–30 °C 
(±2 °C) en pequeñas macetas o unidades hasta al me-
nos 2–3 hojas verdaderas.

7.2  Tomar por raspado, con un palillo de cóctel estéril o 
un alfiler para insectos, una pequeña cantidad de creci-
miento bacteriano directamente de un cultivo de 24–48 
horas en YDC (ej.: placa sectorizada). 

7.3  Inocular las nervaduras secundarias de las primeras 
dos hojas verdaderas punzando con el palillo de cóctel 
o con un alfiler para insectos. 

7.4  Inocular 2–4 plantas por aislamiento.
7.5  Inocular las plántulas con el aislamiento del control po-

sitivo y como control negativo pinchar con un palillo 
de cóctel o alfiler para insectos estériles (PCC).

7.6  Dejar crecer las plantas a 20–30 °C.
7.7  Examinar las plantas por la aparición de las lesiones 

típicas progresivas en forma de V, amarillas/necró-
ticas con nervaduras ennegrecidas después de 10–14 
días (Fig. 4). Los síntomas pueden ser visibles con 
anterioridad dependiendo de la temperatura y de la 
agresividad del aislamiento. Comparar con el control 
positivo (PCC). Es importante discriminar entre las le-
siones progresivas causadas por el patógeno vascular 
Xcc y las lesiones necróticas oscuras delimitadas en el 
punto de inoculación causadas por la mancha foliar de 
Xanthomonas, clasificada como X. c. pv. raphani (ver 
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3.4  Inkubation der Kontrollplatten zusammen mit den 
Untersuchungsplatten.

4. Sterilitätskontrolle
4.1  Verdünnungsreihe einer Probe des Extraktionsmediums 

(z. B. Tween™ 20-haltige Salzlösung), welche keine Sa-
men enthält, auf den Selektivmedien ausplattieren.

5. Untersuchung der Agarplatten
5.1  Untersuchung der Sterilitätskontrolle und der Positiv-

kontrolle (KKP). 
5.2  Untersuchung der Probenplatten auf Anwesenheit 

typischer Xcc-Kolonien durch Vergleich mit den 
Positivkontrollplatten.

5.3  Nach 4–6 Tagen erscheinen auf mFS-Medium kleine, 
hellgrüne, mucoide Kolonien von Xcc, die von einer 
Zone der Stärkehydrolyse umgeben sind. Diese Zone 
erscheint wie ein Lichthof, der auf einem schwarzen 
Untergrund besser zu sehen ist (Abb. 2b).

5.5  Erfassen des Vorhandenseins von verdächtigen Kolo-
nien (siehe Allgemeine Methoden). Falls erforderlich, 
die Anzahl der cfu der verdächtigen und der anderen 
Kolonien schätzen.

6.  Bestätigung und Identifizierung verdächtiger 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 Anzahl der 
subkultivierten Kolonien ist abhängig von Zahl und Va-
riabilität der verdächtigen Kolonien auf der ursprüng-
lichen Platte. Soweit vorhanden, sollten mindestens 

sechs verdächtige Kolonien je Teilprobe subkultiviert 
werden (KKP).

6.2  Subkultivierung der Positivkontrolle auf einer sekto-
rierten Platte zum Vergleich.

6.3  Inkubation sektorierter Platten für 3–4 Tage bei 
28–30 °C.

6.4  Vergleich der Wachstumsmorphologie mit der Positiv-
kontrolle. Auf YDC erscheinen Xcc Kolonien gelb und 
mucoid (Abb. 3)(KKP).

6.5  Bestätigung der Identität der Isolate durch einen Pa-
thogenitätstest an anfälligen Brassica Keimlingen oder 
durch Polymerasekettenreaktion (PCR)(KKP).

6.6  Bestimmung der Ergebnisse für jede subkultivierte 
Kolonie.

7.  Pathogenitätstest
7.1  Anzucht von Keimlingen einer Sorte von Brassica 

spp., die anfällig für alle Rassen von Xcc (z. B. ‘Wiro-
sa’, siehe Vicente et al., 2001) ist, bei 20–30 ±2 °C) 
in kleinen Töpfen oder Multitopfplatten bis zum 2–3 
Primärblattstadium.

7.2  Dippen eines sterilen Zahnstochers oder einer Impfna-
del in die Bakterienkultur einer 24–48 h YDC-Platte 
(z. B. sektorierte Platte).

7.3  Inokulation der Sekundärvenen der ersten beiden Laub-
blätter durch Einstechen des Zahnstochers/Impfnadel.

7.4  Inokulation von 2–4 Pflanzen je Isolat.
7.5  Inokulation von Keimlingen mit dem Isolat der Posi-

tivkontrolle und Einstechen mit einem sterilen Zahn-
stocher/Impfnadel als Negativkontrolle (KKP).

Abb. 3. Typisches gelb-mucoides Wachstum der Isolate 
von X. campestris pv. campestris auf einer sektorierten 
YDC-Platte nach 3 Tagen bei 28 °C. Nur verdächtige Erre-
gerkolonien sind mit Pfeilen markiert.

Abb. 4. Kohlblätter, 7 Tage nach Inokulation mit X. 
campestris pv. campestris. Typische Symptome sind 
schwarze Adern, Welke und Chlorose. Das untere linke 
Blatt ist die Negativkontrolle.

7-019b-6 Effectives 1er janvier 2024
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5.  Lecture des boîtes
5.1  Examiner le témoin de stérilité et les boîtes de contrôle 

positif (CCP).
5.2  Observer les boîtes d’échantillons pour détecter la pré-

sence de colonies typiques de Xcc en comparant avec 
les boîtes de témoin positif.

5.3  Après 4-6 jours, sur mFS, les colonies de Xcc sont pe-
tites, vert pâle, muqueuses et entourées par une zone 
d’hydrolyse d’amidon. Cette zone présente un halo qui 
est plus facile à visualiser sur un support noir (Fig. 2a).

5.4  Après 4-6 jours, sur mCS20ABN, les colonies de Xcc 
sont jaunes, muqueuses, entourées par une zone d’hy-
drolyse d’amidon (Fig. 2b).

5.5  Noter la présence de colonies suspectes (voir Méthodes 
générales). Si nécessaire, estimer le nombre d’ufc des 
colonies suspectes et des autres colonies.

6.  Confirmation/Identification des colonies suspectes
6.1  Repiquer les colonies suspectes sur des boîtes d’YDC 

en secteurs. Pour éviter toute contamination croisée 
entre isolats, utiliser une nouvelle boîte en secteur pour 
chaque sous-échantillon. Le nombre précis de colonies 
repiquées dépendra du nombre et de la variabilité des 
colonies suspectes présentes sur la boîte : six colonies 
suspectes par sous-échantillon doivent être repiquées si 
elles sont présentes (CCP).

6.2  Repiquer le témoin positif sur une boîte pour 
comparaison.

6.3  Incuber les boîtes pendant 3-4 jours à 28-30 °C.

6.4  Comparer l’aspect avec le contrôle positif. Sur YDC, 
les colonies de Xcc sont jaunes et muqueuses (Fig. 3)
(CCP).

6.5  Confirmer l’identité des isolats par un test de pouvoir 
pathogène sur plants de chou (Brassica) d’une variété 
sensible ou par PCR (CCP).

6.6  Enregistrer les résultats pour chaque colonie repiquée.
7.  Test de pouvoir pathogène
7.1  Faire pousser des plants d’une variété de Brassica 

connue pour être sensible à toutes les races de Xcc 
(p. ex. Brassica oleracea « Wirosa » ; voir Vicente et 
al., 2001) à 20–30 ±2 °C dans de petits pots ou packs 
au moins jusqu’au stade 2-3 vraies feuilles.

7.2  Prélever une petite quantité de bactéries directement 
sur boîte d’YDC de 24-48 h (p. ex. boîtes de repiquage, 
à secteurs) avec un cure-dent stérile ou une aiguille.

7.3  Inoculer des nervures secondaires des deux plus jeunes 
feuilles vraies en les transperçant avec le cure-dent sté-
rile ou l’aiguille.

7.4  Inoculer 2-4 plantes par isolat.
7.5  Inoculer des plants avec le témoin positif et en trans-

perçer d’autres avec un cure-dent stérile ou une aiguille 
pour constituer le témoin négatif (CCP).

7.6  Incuber les plantes à 20-30 °C.
7.7  Après 10–14 jours, examiner les plants pour détecter 

l’apparition progressive de lésions typiques en forme 
de V, jaunes/nécrotiques avec brunissement des veines 
(voir Fig. 4). Les symptômes peuvent être visibles plus 

Figure 3. Isolats jaunes et muqueux typiques de 
Xanthomonas campestris pv. campestris sur une boîte 
d’YDC en secteurs après 3 jours à 28 °C. Seules les colo-
nies suspectes sont indiquées par des flèches.

Figure 4. Feuilles de chou 7 jours après inoculation avec 
Xanthomonas campestris pv.campestris. Les symptômes 
typiques correspondent à un brunissement des veines, un 
flétrissement et une chlorose. La dernière feuille en bas à 
gauche correspond au témoin négatif.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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5.4  After 4–6 d on mCS20ABN, Xcc colonies are yellow, 
mucoid and surrounded by a zone of starch hydrolysis 
(Fig. 2b).

5.5  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 subcultured colonies will 
depend on the number and variability of suspect 
colonies on the plate: if present at least six suspect 
colonies should be subcultured per subsample (CCP).

6.2  Subculture the positive control isolate to a sectored 
plate for comparison.

6.3  Incubate sectored plates for 3–4 d at 28–30 °C.
6.4  Compare appearance of growth with positive control. 

On YDC, Xcc colonies are yellow and mucoid (Fig. 3) 
(CCP).

6.5  Confirm the identity of isolates by pathogenicity on 
Brassica seedlings of known susceptibility or by 
polymerase chain reaction (PCR) (CCP).

6.6  Record results for each colony subcultured.
7.  Pathogenicity assay
7.1  Grow seedlings of a Brassica cultivar known to be 

susceptible to all races of Xcc (e.g. ‘Wirosa’; see 
Vicente et al., 2001) at 20–30 °C (±2 °C) in small pots 
or modules until at least 2–3 true leaf stage.

7.2  Scrape a small amount of bacterial growth directly 
from a 24–48 h YDC culture (e.g. sectored plate) with 
a sterile cocktail stick or insect pin.

7.3  Inoculate the secondary veins of the first two true 
leafs by stabbing with the cocktail stick or insect pin.

7.4  Inoculate 2–4 plants per isolate.
7.5  Inoculate seedlings with the positive control isolate 

and stab with a sterile cocktail stick or insect pin as a 
negative control (CCP).

7.6  Grow on plants at 20–30 °C.
7.7  Examine plants for the appearance of typical 

progressive V-shaped, yellow/necrotic lesions 
with blackened veins after 10–14 days (Fig. 4). 
Symptoms may be visible earlier depending 
on temperature and the aggressiveness of the 
isolate. Compare with positive control (CCP). It is 
important to discriminate between the progressive 
lesions caused by the vascular pathogen Xcc and 
the limited dark necrotic lesions at the inoculation 
site caused by leaf spot Xanthomonas, classified as  
X. c. pv. raphani (see Kamounv et al., 1992; Alvarez 
et al., 1994; Tamura et al., 1994; Vicente et al., 2001; 
Roberts et al., 2004).

8.  PCR test (CCP)
8.1  Follow PCR option 1, PCR option 2 or PCR option 

3 described in the ISTA Rule 7-019a to confirm the 
suspect isolates.

Figure 3. Typical yellow mucoid growth of isolates of 
Xanthomonas campestris pv. campestris on a sectored 
plate of YDC after 3 days at 28 °C. Only suspect cultures 
are indicated by arrows.

Figure 4. Cabbage leaves 7 days post-inoculation with 
Xanthomonas campestris pv. campestris. Typical symp-
toms are black veins, wilting and chlorosis. The lower left 
leaf was used as a negative control.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-019bEditorial changes to harmonise description of recording colony-forming units (cfu).

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-019bEditorial change to delete X. c. pv. amoraciae. from classification of Xanthomonas.
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Kamounv et al., 1992; Alvarez et al., 1994; Tamura et 
al., 1994; Vicente et al., 2001; Roberts et al., 2004). 

8.  Análisis de PCR (PCC) 
8.1  Seguir PCR opción 1, PCR opción 2 u opción 3 des-

criptas en las Reglas ISTA 7-019a para confirmar los 
aislamientos sospechosos.

Métodos generales
Preparación de diluciones seriadas 1:10: Cada dilución 

se debería preparar pipeteando 0,5 ml (±5 %) de un 
extracto de semillas bien mezclado o dilución previa 
en un frasco universal (con tapa a rosca) o similar que 
contenga 4,5 ml (±2 %) de solución salina estéril y 
luego agitar en vortex para mezclar antes del siguiente 
paso de dilución. Se debería usar una nueva punta de 
pipeta estéril para cada nueva dilución. Las pipetas de-
berían chequearse regularmente para verificar la exac-
titud y precisión y ser recalibradas si fuera necesario. 
Es aceptable preparar diluciones 1:10 utilizando otros 
volúmenes siempre que el laboratorio pueda demostrar 
que se pueden lograr la exactitud y precisión requeridas

Siembra de las diluciones: Ésta se debería efectuar lo 
más pronto posible, dentro de los 30 minutos posterio-
res a la preparación efectiva de las diluciones. A partir 
de la dilución más alta (más diluida) hasta el extracto 
sin diluir, pipetear 0,1 ml y poner en el centro de la 
superficie seca de la placa de agar identificada. Luego, 
el líquido debería ser distribuido uniformemente sobre 
toda la superficie del medio del cultivo con una varilla 
de vidrio doblada. Si se ha tenido 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 doblada por cada muestra. 
Asegurarse de que todo el líquido haya sido absorbido 
por el agar antes de invertir e incubar las placas. De ser 
necesario, dejar secar las placas bajo un flujo de aire 
estéril en un gabinete de bioseguridad microbiológica 
o campana de flujo laminar.

Registro de las placas con diluciones: Registrar los 
resultados de todas las placas con diluciones. La es-
timación más exacta del número de bacterias debería 
obtenerse de placas sembradas con un número total de 
colonias entre 30 y 300. Sin embargo, esto puede ser 
más complicado dependiendo de los números relativos 
de colonias sospechosas del patógeno y de otras colo-
nias. Para minimizar el esfuerzo, empezar registrando 
la dilución más alta (más diluida) y contar el número 
de colonias sospechosas y el número de otras colonias. 
Si el número total de colonias en una placa excede en 
gran medida a 300, tiene poco valor tratar de hacer un 
recuento preciso si un recuento más confiable ya se ha 
obtenido de placas más diluidas, en cuyo caso es más 
fácil registrar el número de colonias como ‘m’ (mu-
chas), si todavía están separadas, o ‘c’ (coalescente) si 
ellas se han unido.

Placas sectorizadas: Utilizando un rotulador de labora-
torio, dibujar líneas en el envés de una placa estándar 
de 90 mm (caja de Petri) para dividirla en 6 sectores 
iguales. Subcultivar a las colonias individuales de las 
placas con diluciones y hacer una sola línea de siembra 
en zigzag dentro de un sector en la placa. Tener cuida-
do de dejar suficiente espacio entre cada aislamiento 
para asegurar que no se junten al crecer. Así se pueden 
subcultivar seis colonias sospechosas en cada placa 
sectorizada. Se deben usar placas separadas para cada 
muestra/sub-muestra. Si la pureza de los aislamientos 
subcultivados es dudosa, deberían sembrarse en placas 
enteras. 

Informe de resultados: El resultado de un análisis de sa-
nidad de semillas debería 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 en ‘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 
informarse 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 resultados de 
los controles de las calibraciones de las pipetas. 

Es esencial que los operarios hayan recibido un entre-
namiento apropiado y utilicen correctamente las pipetas 
automáticas.

Puntos críticos de control (PCC)

•  Se halló que era inadecuado realizar la molienda en 
seco de las semillas seguida del agregado de un tampón 
de extracción (Paso 1.1).

•  En el caso de utilizar un molinillo Ultra Turrax para 
moler las semillas, el mismo debería correr con agua 
caliente y/o etanol a 70 % y posteriormente con agua 
estéril para prevenir cualquier contaminación cruzada 
entre sub-muestras. Para lograr una completa esteri-
lización entre muestras, la herramienta de dispersión 
S25N-25G del molinillo tiene que ser autoclavada o 
desmontada y las partes deben ser sumergidas en alco-
hol a 70 % (Paso 1.3).

•  El tiempo entre la molienda y la siembra de las corres-
pondientes suspensiones debe mantenerse en menos de 
1 hora (Paso 1.3).

•  Debido a la exposición a severas condiciones durante 
el tratamiento de las semillas, el tiempo inicial de mul-
tiplicación de las células de Xcc es más largo que el 

Gültig ab 1. Januar 2024
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7.6  Kultivierung der Pflanzen bei 20–30 °C.
7.7  Untersuchung der Pflanzen auf Auftreten typischer 

fortschreitender V-förmiger gelber bis nekrotischer Lä-
sionen mit schwarzen Adern nach 10–14 Tagen (siehe 
Abb. 4). Die Symptome können in Abhängigkeit von 
der Temperatur und der Aggressivität des Isolates auch 
früher auftreten. Vergleich mit der Positivkontrolle 
(KKP). Es ist wichtig, zwischen den fortschreitenden 
Läsionen, verursacht durch das Gefäßpathogen Xcc, 
und den begrenzten dunklen nekrotischen Läsionen 
an der Inokulationsstelle durch Blattflecken-Xan-
thomonaden, klassifiziert als X. c. pv. raphani (siehe 
Kamounv et al., 1992; Alvarez et al., 1994; Tamura et 
al., 1994; Vicente et al., 2001; Roberts et al., 2004) zu 
unterscheiden.

8. PCR Untersuchung (KKP)
8.1  Zur Bestätigung der Identität von vermuteten Kolo-

nien kann die PCR-Option 1, PCR-Option 2 oder die 
PCR-Option 3, beschrieben in der ISTA-Vorschrift 
7-019a angewendet werden.

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 %) steriler 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 wird.

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 Ergebnisse 
werden für alle hergestellten Verdünnungsplatten er-
fasst. Die genaueste Schätzung der Bakterienzahl kann 
von Platten mit einer Gesamtzahl von 30 bis 300 Ko-
lonien ermittelt werden. Eventuell wird dies aber er-
schwert durch den relativen Anteil von Kolonien des 
verdächtigen Krankheitserregers und anderer. Um den 
Aufwand überschaubar zu halten, sollte die Auswer-
tung mit der höchsten Verdünnung (am stärksten ver-
dünnt) begonnen werden und die Zahl verdächtiger und 
anderer Kolonien bestimmt werden. Wenn die Gesamt-
kolonienzahl der Platte 300 weit überschreitet, ist eine 
genaue Auszählung kaum möglich. Eine zuverlässige-
re Zählung sollte dann an einer Platte mit einer höheren 
Verdünnungsstufe erfolgen. Für die dicht bewachsene 
Platte ist es ausreichend, die Kolonienzahl mit ‚v’ (vie-
le), sofern Einzelkolonien vorliegen, zu bewerten oder 
mit ‚z’ (zusammengelaufen) wenn keine Abgrenzun-
gen 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 cfu kann angegeben werden.

Effectives 1er janvier 2024
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tôt en fonction de la température et de l’agressivité de 
l’isolat. Comparer avec le témoin positif (CCP). Il 
est important de différencier les lésions progressives 
causées par le pathogène vasculaire Xcc des lésions 
nécrotiques noires limitées au point d’inoculation  
causées par les Xanthomonas responsables de tâches 
sur feuille, souvent classifiés en X. c. pv. raphani (voir 
Kamounv et al., 1992 ; Alvarez et al., 1994 ; Tamura et 
al., 1994 ; Vicente et al., 2001 ; Roberts et al., 2004).

8.  Test de réaction de polymérisation en chaîne (PCR)  
(CCP)

8.1  Suivre la PCR option 1, PCR option 2 ou PCR option 
3 décrite dans la règle ISTA 7-019a pour confirmer les 
isolats suspects.

Méthodes générales
Préparation de dilution au dixième en série : Chaque 

dilution doit être préparée en pipettant 0,5 ml (±5 %) 
d’un extrait de semences bien mélangé ou d’une dilu-
tion précédente dans un tube universel (à bouchon), ou 
tout récipient similaire, contenant 4,5 ml (±2 %) d’un 
diluant stérile puis en vortexant pour homogénéiser 
avant l’étape de dilution suivante. Un nouveau cône 
stérile doit être utilisé à chaque étape de la dilution. 
L’exactitude et la précision des pipettes doivent être 
vérifiées régulièrement et re-calibrées si nécessaire. 
Il est toléré de préparer les dilutions au dixième en 
utilisant d’autres volumes à condition que le labora-
toire puisse démontrer que l’exactitude et la précision 
requises sont atteinte.

Étalement des dilutions : Ceci doit être fait le plus tôt 
possible après que les dilutions aient été préparées 
et dans un délai maximum de 30 min. Travailler de 
la plus haute dilution (la plus diluée) à l’extrait non 
dilué, 0,1 ml est pipetté et déposé au centre de la sur-
face gélosée sèche d’une boîte préalablement marquée 
et identifiée. Le liquide doit être ensuite étalé de façon 
homogène sur toute la surface du milieu gélosé avec 
un râteau. Si on fait attention à travailler de la dilution 
la plus haute à la plus basse (ou à l’extrait non dilué), 
il est possible d’utiliser un seul cône et un seul râteau 
pour chaque échantillon. S’assurer que tout le liquide 
ait bien été absorbé par l’agar avant de retourner et 
d’incuber les boîtes. Si nécessaire, laisser les boîtes 
sécher sous un flux d’air stérile à un poste de sécurité 
microbiologique ou sous une hotte à flux laminaire.

Notation des boîtes de dilution : Noter les resultats 
pour toutes les boîtes de dilution. L’évaluation la plus 
précise du nombre de bactéries devrait être obtenue à 
partir des boîtes étalées avec un nombre total compris 
entre 30 et 300 colonies. Cependant, ceci peut être 
compliqué par les nombres relatifs de pathogène sus-
pect  et d’autres colonies. Afin de réduire au minimum 

le travail, commencer la notation avec la dilution la 
plus élevée (la plus diluée) et compter le nombre de 
suspect et le nombre d’autres colonies. Si le nombre 
de colonies d’une boîte excède considérablement 300, 
essayer de réaliser un comptage précis n’apportera pas 
d’avantage si un compte plus fiable a déjà été tenu à 
partir d’une boîte plus diluée. Dans ce cas, il est suf-
fisant 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 : En utilisant un marqueur de labora-
toire, dessiner des lignes sur la base d’une boîte stan-
dard de 90 mm (boîte de Petri) pour la diviser en 6 
secteurs égaux. Prélever les colonies isolées des boîtes 
de dilution et dessiner une seule strie en zigzag sur un 
des secteurs de la boîte. Prendre soin de laisser un es-
pace suffisant entre chaque isolat pour éviter la coales-
cence entre différentes colonies pendant la croissance. 
Ainsi, six colonies suspectes peuvent être repiquées sur 
chaque boîte en secteurs. Des boîtes différentes doivent 
être utilisées pour chaque échantillon/sous-échantillon. 
Si la pureté des isolats repiqués est douteuse, ceux-ci 
peuvent être davantage étalés 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 des pipettes.

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

Points critiques de contrôle (CCP)

•  Un broyage à sec des semences suivi par l’addition de 
tampon d’extraction a été jugé inadapté (étape 1.1). 

•  Dans le cas où un broyeur Ultra Turrax est utilisé pour 
broyer les graines, le broyeur doit être trempé dans 
l’eau chaude et/ou éthanol à 70 % puis dans de l’eau 
stérile pour éviter tout risque de contamination croi-
sée entre sous-échantillons. Pour réaliser une stérilisa-
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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 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.

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)

•  Dry grinding of seed followed by the addition of an 
extraction buffer has found to be inadequate (Step 
1.1).

•  In case an Ultra Turrax grinder is used to grind the 
seed, the grinder should be run in hot water and/or 
70 % ethanol and subsequently in sterile water to 
prevent any cross-contamination between subsamples. 
To achieve complete sterilisation between samples 
the S25N-25G dispersion tool of the grinder has to be 
autoclaved or disassembled and the parts immersed in 
70 % ethanol (Step 1.3).

•  The time between grinding and plating of the 
corresponding suspensions must be kept under 1 hour 
(Step 1.3).

•  Due to the exposure to harsh conditions during the 
seed treatment the initial multiplication time of Xcc 
cells is longer than for Xcc cells from untreated seeds 
or cells of the positive control. To obtain a similar 
colony size therefore a longer incubation is required 
when testing treated seed (Step 2.7).

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

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-019bEditorial changes to harmonise description of recording colony-forming units (cfu).
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de las células de Xcc de semillas sin tratar o que el de 
células del control positivo. Por lo tanto, para obtener 
un tamaño similar de colonias se requiere de un perío-
do de incubación más largo cuando se analiza semilla 
tratada (Paso 2.7).

•  No debería haber desarrollo en las placas de las dilu-
ciones preparadas para el control de esterilidad (Paso 
5.1).

•  Las placas de las diluciones preparadas del aislamien-
to(s) del control positivo o del material de referencia, 
deberían dar colonias individuales con morfología típi-
ca (Paso 5.1).

•  Los números de bacterias en las placas de las diluciones 
deberían ser consistentes con la dilución (ej.: debería 
decrecer aproximadamente 1:10 veces en la dilución  
10-1) (Paso 5.5). 

•  Debido a la posibilidad de que los aislamientos no pa-
togénicos estén presentes en los lotes de semillas junto 
con aislamientos patogénicos, es esencial subcultivar 
(Paso 6.1), si se presentan, por lo menos un número 
mínimo especificado de colonias sospechosas (seis por 
sub-muestra) y analizar todos los aislamientos subcul-
tivados de Xanthomonas mediante análisis de patoge-
nicidad o de PCR (Paso 6.5).

•  El aislamiento(s) del control positivo o del material de 
referencia debería dar colonias con morfología típica 
en YDC (Paso 6.4).

•  En cada análisis de patogenicidad se deberían incluir 
aislamientos del control positivo (Paso 7.5). Los ais-
lamientos del control positivo deberían dar síntomas 
típicos en el análisis de patogenicidad (Paso 7.7).

•  Los PCC de PCR opción 1, PCR opción 2 y PCR op-
ción 3 se describen en la Regla ISTA 7-019a (Paso 8).

•  La fuente del almidón usado en el medio selectivo es 
crítica para la observación de la hidrólisis del almidón. 
Verificar que cada nuevo lote de almidón presente zo-
nas claras de hidrólisis con los cultivos de referencia de 
Xcc (medios mFS y mCS20ABN). 

•  La actividad por gramo (g) de algunos antibióticos 
puede variar entre lotes. Puede ser necesario ajustar el 
peso o el volumen agregado para asegurar que la canti-
dad final de unidades por litro de medio sea consistente 
(medios mFS y mCS20ABN).

•  Preparar las soluciones de stock de antibióticos y otros 
suplementos en agua o en etanol 50 % o 70 %. Las 
soluciones de antibióticos y otros suplementos prepa-
rados en agua destilada/desionizada deben esterilizarse 
con filtro bacteriano de 0,2 µm. Alternativamente, es 
posible agregar la cantidad de polvo al agua destilada/
desionizada autoclavada. Las soluciones preparadas 
en etanol no necesitan esterilización (medios mFS y 
mCS20ABN). 

•  Se conoce que la actividad de la neomicina contra algu-
nas cepas de Xcc es afectada por el pH. Es esencial que 
el pH del medio sea menor a 6,6 (medio mCS20ABN, 
Paso 3). 

Medios y soluciones
PBS (fosfato 0,05 M) con Tween™ 20 
(0,02 % v/v) (pH 7,2–7,4)

Compuesto Cantidad para 1 l
Cloruro de sodio (NaCl) 8,0 g
Na2HPO4 5,75 g
KH2PO4 1,0 g
Tween™ 20 0,2 ml
Agua destilada/desionizada 1000 ml

Preparación 

1. Pesar todos los ingredientes en un recipiente 
adecuado.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Disolver y volcar en los recipientes finales.
4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.
5. Después de autoclavar, para la extracción de las 

semillas agregar 20 ml de Tween™ 20 estéril por cada 
100 ml.

Almacenaje

Siempre que los envases estén herméticamente cerrados, 
pueden almacenarse durante varios meses antes de usar. 

Medio mCS20ABN

Compuesto Cantidad para 1 l
Peptona de soja  2,0 g
Tryptona (BD Bacto™ Tryptone)  2,0 g
KH2PO4  2,8 g
(NH4)2HPO4  0,8 g
MgSO4 ∙ 7H2O  0,4 g
L-Glutamina  6,0 g
L-Histidina  1,0 g
D-Glucosa (dextrosa)  1,0 g
Almidón soluble Merck 1252 (PCC) 25,0 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 18,0 g
Agua destilada/desionizada 1000 ml
Nistatina a (10 mg/ml en etanol 50 %)  35 mg (3,5 ml)
Sulfato de neomicina b (20 mg/ml agua 
destilada/desionizada)

 40 mg (2,0 ml)

Bacitracina c (50 mg/ml en etanol 50 %) 100 mg (2,0 ml)

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

a  Disolver 100 mg de nistatina en 10 ml de etanol 50 %. 
Agregar 3,5 ml/l.

b  Disolver 200 mg de sulfato de neomicina (770 U/mg) 
en 10 ml de agua destilada/desionizada estéril. Agregar 
2,0 ml/l.

c  Disolver 500 mg de bacitracina, (60 U/mg) en 10 ml de 
etanol 50 %. Agregar 2,0 ml/l.

7-019b-8 Gültig ab 1. Januar 2024

Internationale Vorschriften für die Prüfung von SaatgutValidierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut

7‑
01

9b
: X

an
th

om
on

as
 c

am
pe

st
ris

 p
v.

 c
am

pe
st

ris
 a

n 
de

si
nfi

zi
er

te
n/

hy
gi

en
is

ie
rt

en
 B

ra
ss

ic
a 

sp
p.

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)

•  Trockenes Mahlen der Samen mit nachfolgender Zu-
gabe des Extraktionspuffers hat sich als ungeeignet er-
wiesen (Schritt 1.1).

•  Wo eine Ultra Turrax Mühle zum Mahlen der Samen 
verwendet wird, muss die Mühle in heißem Wasser 
und/oder 70-prozentigem Ethanol und nachfolgend mit 
sterilem Wasser gereinigt werden, um jede Kreuzkon-
tamination zwischen den Teilproben zu vermeiden. Um 
eine vollständige Sterilisation zwischen den Proben zu 
erzielen, muss das S25N-25G Verteilungselement der 
Mühle autoklaviert werden oder demontiert und in 
70-prozentigem Ethanol gereinigt werden (Schritt 1.3).

•  Die Zeit zwischen Mahlen und Ausplattieren der ent-
sprechenden Suspensionen muss unter 1 h liegen 
(Schritt 1.3).

•  Aufgrund der Exposition gegenüber rauen Bedin-
gungen während der Saatgutbehandlung ist die initi-
ale Multiplikationszeit von Xcc Zellen länger als für 
Xcc Zellen von unbehandelten Saatgut oder Zellen 
der Positivkontrolle. Um eine ähnliche Koloniegröße 
zu erzielen, ist eine längere Inkubationszeit bei der 
Untersuchung von behandeltem Saatgut (Schritt 2.7) 
erforderlich.

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

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

•  Die Zahl der Bakterienkolonien auf den Verdünnungs-
platten sollte mit der ausgestrichenen Verdünnung 
übereinstimmen (z. B. ungefähr zehnfache Reduktion 
je Verdünnungsstufe)(Schritt 5.5)

•  Aufgrund der möglichen Präsenz nicht-pathogener 
Isolate zusammen mit pathogenen Isolaten in Saatgut-
partien, 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 
prüfen (Schritt 6.5).

•  Isolate der Positivkontrolle oder Referenzmateri-
al müssen Kolonien mit typischer Morphologie auf 
YDC-Platten zeigen (Schritt 6.4).

•  Die Positivkontrolle muss in jedem Pathogenitätstest 
mitgeführt werden (Schritt 7.5). Die Positivkontrolle 
muss typische Symptome im Pathogenitätstest aufwei-
sen (Schritt 7.7).

•  Die KKP der PCR-option 1, PCR-option 2 und 
PCR-option 3 sind in der ISTA Vorschrift 7-019 be-
schrieben (Schritt 8).

•  Die Quelle der, in den Selektivmedien verwendeten 
Stärke ist für die Beobachtung der Stärkehydrolyse 
von großer Bedeutung. Jede neue Charge muss veri-
fiziert werden, indem mit Referenzkulturen von Xcc 
(mFS und mCS20ABN-Medium) die Ausbildung deut-
licher Hydrolysezonen überprüft wird.

•  Die „aktiven Units“ je Gramm Antibiotikum kön-
nen zwischen den Chargen variieren. Es ist daher 
notwendig, die zugesetzte Menge (Gewicht oder Vo-
lumen) anzupassen, um die Endkonzentration der 
Units je Liter Medium konstant zu halten (mFS und 
mCS20ABN-Medium).

•  Herstellung von Antibiotikastammlösungen und an-
derer Zusätze in Wasser, 50 oder 70-prozentigem Et-
hanol. Antibiotikalösungen und andere Zusätze, die in 
destilliertem Wasser hergestellt werden, müssen mit 
einem 0,2 µm Bakterienfilter filtersterilisiert werden. 
Alternativ ist es möglich die benötigte Menge Pulver 
in autoklaviertes destilliertes Wasser zu geben. Lösun-
gen, die in Ethanol hergestellt werden, bedürfen keiner 
Sterilisation (mFS und mCS20ABN-Medium).

•  Es ist bekannt, dass die Aktivität von Neomycin gegen-
über einigen Stämmen von Xcc vom pH-Wert beein-
flusst wird. Es ist wichtig, dass der pH-Wert des Medi-
ums unter 6.6 liegt (mCS20ABN-Medium, Schritt 3).

Medien und Lösungen
PBS (0,05 M Phosphat) mit Tween™ 20 
(0,02 % v/v)(pH 7.2–7.4)

Komponente Menge für 1 l
Natriumchlorid (NaCl) 8,0 g
Na2HPO4 5,75 g
KH2PO4 1,0 g
Tween™ 20 0,2 ml
Destilliertes/deionisiertes Wasser 1000 ml

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten in einen geeigneten 
Behälter.

2.  Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.  Lösen der Komponenten und Abfüllen in die später zu 
verwendenden Behältnisse.

4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 min.
5.  Zugabe von 0,2 ml sterilem Tween™ 20 je 1 l nach dem 

Autoklavieren.

7-019b-8 Effectives 1er janvier 2024
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tion complète entre échantillons, l’outil de dispersion 
S25N-25G du broyeur doit être autoclavé ou démonté 
et les différents composants immergés dans de l’alcool 
à 70 % (étape 1.3).

•  Le temps entre le broyage et l’étalement des suspen-
sions correspondantes ne doit pas dépasser une heure 
(étape 1.3).

•  Dans le cas de semences traitées, la multiplication ini-
tiale des cellules de Xcc est plus longue que dans le 
cas de semences non traitées ou par rapport au témoin 
positif, à cause de l’exposition à des conditions diffi-
ciles lors du traitement des semences. Pour obtenir une 
taille de colonie similaire, une incubation plus longue 
est donc requise dans le cas d’analyse de semences 
traitées (étape 2.7).

•  Les boîtes de dilution préparées pour le test de stérilité 
ne doivent pas présenter de contamination (étape 5.1).

•  Les boîtes de dilutions préparées à partir des témoins 
positifs ou des matériaux de référence doivent présen-
ter des colonies isolées de morphologie typique (étape 
5.1). 

•  Le nombre de colonies sur les boîtes de dilution doit 
être cohérent avec le degré de dilution (c.-à-d. doit 
diminuer environ 10 fois à chaque dilution)(étape 5.5).

•  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 repi-
qués ressemblants au Xanthomonas pour effectuer un 
test de pouvoir pathogène ou un test de PCR (étape 
6.5).

•  Les isolats de témoin positif ou le matériel de référence 
doivent présenter des colonies de morphologie typique 
sur YDC (étape 6.4).

•  Des isolats de témoin positif doivent être inclus dans 
chaque test de pouvoir pathogène (étape 7.5). Les iso-
lats de témoin positif doivent donner des symptômes 
typiques lors du test de pouvoir pathogène (étape 7.7).

•  Le CCP de la PCR option 1, de la PCR option 2 et de la 
PCR option 3 est décrit dans la règle ISTA 7-019 (étape 
8).

•  Le type d’amidon utilisé lors de la fabrication du mi-
lieu sélectif est important pour l’observation des zones 
d’hydrolyse de l’amidon. Vérifier que chaque nouveau 
lot d’amidon donne des zones d’hydrolyses claires 
avec les cultures de référence de Xcc (milieux mFS et 
mCS20ABN).

•  L’activité par gramme (g) de certains antibiotiques peut 
varier selon 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 soit conforme (milieux 
mFS et mCS20ABN).

•  Préparer les solutions de stock d’antibiotique et autres 
suppléments dans de l’eau ou de l’éthanol à 50 ou 
70 %. Les solutions d’antibiotiques et autres com-

posants préparés dans de l’eau distillée doivent être 
filtrés stérilement avec un filtre bactérien de 0,2 µm. 
L’alternative consiste à ajouter la quantité de poudre 
suffisante à de l’eau distillée autoclavée. Les solutions 
préparées dans de l’éthanol ne nécessitent aucune sté-
rilisation (milieux mFS et mCS20ABN).

•  L’activité de la néomycine vis-à-vis de certaines 
souches de Xcc est connue pour être affectée par le pH. 
Il est essentiel que le pH du milieu soit inférieur à 6,6 
(milieux mFS et mCS20ABN)(étape 3).

Milieux et solutions
Tampon PBS (0,05 M phosphate) avec 
Tween™ 20 (0,02 % v/v)(pH 7,2–7,4)

Ingrédient Quantité pour 1 l
Chlorure de sodium (NaCl) 8,0 g
Na2HPO4 5,75 g
KH2PO4 1,0 g
Tween™ 20 0,2 ml
Eau distillée/désionisée 1000 ml

Préparation

1.  Peser tous les récipients 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 psi pendant 15 min.
5.  Ajouter 0,2 ml de Tween™ stérile 20 par litre après la 

stérilisation à l’autoclave.

Stockage

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

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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•  Dilution plates prepared from positive control 
isolate(s) or reference material, should give single 
colonies with typical morphology (Step 5.1).

•  Numbers of bacteria on dilution plates should be 
consistent with the dilution (i.e. should decrease 
approx. ten-fold in the 10–1 dilution)(Step 5.5).

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

•  The positive control isolate(s) or reference material 
should give colonies with typical morphology on 
YDC (Step 6.4).

•  Positive control isolates should be included in 
every pathogenicity test (Step 7.5).The positive 
control isolates should give typical symptoms in the 
pathogenicity test (Step 7.7).

•  The CCP of the PCR option 1, PCR option 2 and PCR 
option 3 are described in ISTA Rule 7-019a (Step 8).

•  The source of starch used in the selective media is 
critical for observation of starch hydrolysis. Verify 
that each new batch of starch gives clear zones of 
hydrolysis with reference cultures of Xcc (mFS and 
mCS20ABN media).

•  The activity per gram (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 
(mFS and mCS20ABN media).

•  Prepare antibiotics stock solutions and other 
supplements in water, or in 50 % or 70 % ethanol. 
Antibiotics solutions and other supplements prepared 
in distilled/deionised water must be filter sterilised 
with a 0.2 µm bacterial filter. Alternatively it is 
possible to add the amount of powder to autoclaved 
distilled/deionised water. Solutions prepared in 
ethanol need no sterilisation (mFS and mCS20ABN 
media).

•  The activity of neomycin against some strains of 
Xcc is known to be affected by pH. It is essential that 
the pH of the medium is less than 6.6 (mCS20ABN 
medium, Step 3).

Media and solutions
PBS (0.05 M phosphate) with Tween™ 20 
(0.02 % v/v)(pH 7.2–7.4)

Compound Amount for 1 l
Sodium chloride (NaCl) 8.0 g
Na2HPO4 5.75 g
KH2PO4 1.0 g
Tween™ 20 0.2 ml
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.  Add 0.2 ml of sterile Tween™ 20 per 1 l after 

autoclaving.

Storage

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

mCS20ABN medium

Compound Amount for 1 l
Soya peptone  2.0 g
Tryptone (BD Bacto™ Tryptone)  2.0 g
KH2PO4  2.8 g
(NH4)2HPO4  0.8 g
MgSO4 ∙ 7H2O  0.4 g
L-Glutamine  6.0 g
L-Histidine  1.0 g
D-Glucose (dextrose)  1.0 g
Soluble starch (Merck 1252)(CCP) 25.0 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 18.0 g
Distilled/deionised water 1000 ml
Nystatina (10 mg/ml 50 % ethanol)  35 mg (3.5 ml)
Neomycin sulphateb (20 mg/ml distilled/
deionised water)

 40 mg (2.0 ml)

Bacitracinc (50 mg/ml 50 % ethanol) 100 mg (2.0 ml)

a–c Added after autoclaving. Antibiotics amounts for guidance only 
(CCP). 
a  Dissolve 100 mg nystatin in 10 ml 50 % ethanol. Add 3.5 ml/l.
b  Dissolve 200 mg neomycin sulphate (770 U/mg) in 10 ml sterile 

distilled/deionised water. Add 2.0 ml/l
c  Dissolve 500 mg bacitracin,(60 U/mg) in 10 ml 50 % ethanol. 

Add 2.0 ml/l.
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Preparación 

1. Pesar todos los ingredientes, a excepción de los anti-
bióticos, en un recipiente adecuado.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Disolver y controlar el pH que debería ser 6,5, ajus-

tando si fuera necesario (PCC importante).
4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.
5. Preparar las soluciones de antibióticos y esterilizar 

por filtración según corresponda.
6. Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C y 

agregar las soluciones de antibióticos.
7. Mezclar muy bien por inversión/agitación, pero con 

cuidado para evitar burbujas de aire y verter en placas 
(18 ml por placas de 90 mm).

8. 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 ±2 °C y usar dentro de las cuatro sema-
nas de su preparación para asegurar la actividad de los 
antibióticos.

Dependiendo de la fuente de almidón, el almacena-
miento previo en el refrigerador durante varios días antes 
de usarlas puede dar como resultado zonas de hidrólisis del 
almidón más fácilmente visibles. 

Medio mFS

Compuesto Cantidad para 1 l
K2HPO4  0,8 g
KH2PO4  0,8 g
KNO3  0,5 g
MgSO4 ∙ 7H2O  0,1 g
Extracto de levadura  0,1 g
Verde de metilo (1 % solución ac.)  1,5 ml
Almidón soluble (Merck 1252)(PCC) 25,0 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 15,0 g
Agua destilada/desionizada 1000 ml
Nistatina a (10 mg/ml en etanol 50 % ) 35 mg (3,5 ml)
D-méthionine b (1 mg/ml etanol 50 %)  3 mg (3,0 ml)
Pyridoxina-HCl c (1 mg/ml etanol 50 %)  1 mg (1 ml)
Cefalexina d (20 mg/ml etanol 50 %) 50 mg (2,5 ml)
Trimetoprima e (10 mg/ml etanol 70 %) 30 mg (3 ml)

a-c, d, e Agregar después de autoclavar. Las cantidades de 
antibióticos son a modo de guía solamente (PCC).
a Disolver 100 mg de nistatina en 10 ml de etanol 50 %. 
Agregar 3,5 ml/l.
b Disolver 10 mg de D-metionina en 10 ml de etanol 50 %. 
Agregar 3,0 ml/l.
c Disolver 10 mg de piridoxina HCl en 10 ml de etanol 50 %. 
Agregar 1 ml/l.
d Disolver 200 mg de cefalexina en 10 ml de etanol 50 %. 
Agregar 2,5 ml/l.
e Disolver 100 mg trimetoprima en 10 ml de etanol 70 %. 
Agregar 3 ml/l.

Preparación 

1. Pesar todos los ingredientes, a excepción de los an-
tibióticos, la piridoxina HCl y la D-metionina, en un 
recipiente adecuado.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Disolver y controlar el pH que debería ser 6,5, ajus-

tando si fuera necesario (importante, PCC).
4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.
5. Preparar las soluciones de antibióticos, piridoxina 

HCl y D-metionina y esterilizar mediante filtración 
según convenga. 

6. Dejar que el medio se enfríe a aproximadamente 
50 °C antes de agregar las soluciones de antibióticos, 
piridoxina HCl y la D-metionina.

7. Mezclar suavemente el medio derretido para evitar 
burbujas de aire y verter en placas (18 ml por placa de 
90 mm).

8.  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 ±2 °C y usar dentro de las cuatro semanas de 
preparación para asegurar la actividad de los antibióticos.

Dependiendo de la fuente de almidón, el almacena-
miento previo de las placas en el refrigerador durante va-
rios días antes de usarlas, puede dar como resultado zonas 
de hidrólisis del almidón más fácilmente visibles.

Gültig ab 1. Januar 2024
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Lagerung

Unter der Voraussetzung, dass die Gefäße gut verschlossen 
sind, ist eine mehrmonatige Lagerung bis zum Gebrauch 
möglich.

mCS20ABN‑Medium

Komponente Menge für 1 l
Soja-Pepton  2,0 g
BD BactoTM Trypton  2,0 g
KH2PO4  2,8 g
(NH4)2HPO4  0,8 g
MgSO4 ∙ 7H2O  0,4 g
L-Glutamin  6,0 g
L-Histidin  1,0 g
D-Glucose (Dextrose)  1,0 g
Lösliche Stärke Merck 1252 (KKP) 25,0 g
BD BactoTM Agar 18,0 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser 1000 ml
Nystatina (10 mg/ml 50 % EtOH)  35 mg (3,5 ml)
Neomycinsulfatb (20 mg/ml destilliertes 
Wasser)

 40 mg (2,0 ml)

Bacitracinc (50 mg/ml 50 % EtOH) 100 mg (2,0 ml)

a–c Zugabe nach dem Autoklavieren. Mengen sind nur Richt-
werte (KKP).
a  Lösen von 100 mg Nystatin in 10 ml 50 % Ethanol. Zugabe 

von 3,5 ml/l.
b  Lösen von 200 mg Neomycinsulfat (770 U/mg) in 10 ml 

sterilem destilliertem Wasser. Zugabe von 2,0 ml/l.
c  Lösen von 500 mg Bacitracin (60 U/mg) in 10 ml 50 % Etha-

nol. Zugabe von 2,0 ml/l.

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten außer der Antibiotika in 
einen geeigneten Behälter.

2.  Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.  Lösen der Komponenten und prüfen des pH-Wertes, 
der bei 6.5 liegen soll, ggf. anpassen (wichtiger KKP).

4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 min.
5.  Vorbereitung der Antibiotika -Lösungen und ggf. 

Filtersterilisieren.
6.  Abkühlen des Mediums auf 50 °C und Zugabe der 

Antibiotikalösungen.
7.  Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums um 

Luftblasenbildung zu vermeiden und Gießen der Plat-
ten (18 ml je 90 mm Petrischale).

8.  Trocknen der Platten in der Sterilarbeitsbank oder ähn-
lichem vor der weiteren Verwendung.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 4 ±2 °C) gelagert und innerhalb von 

vier Wochen nach Herstellung verwendet werden, um die 
Aktivität der Antibiotika zu gewährleisten.

In Abhängigkeit von der Stärkeherkunft kann eine 
Vorkühlung im Kühlschrank für einige Tage vor der 
Verwendung die Detektion der Stärkehydrolysezonen 
vereinfachen.

mFS‑Medium

Komponente Menge für 1 l
K2HPO4  0,8 g
KH2PO4  0,8 g
KNO3  0,5 g
MgSO4 ∙ 7H2O  0,1 g
Hefeextrakt  0,1 g
Methylgrün (1 % aq.)  1,5 ml
Lösliche Stärke Merck 1252 (KKP) 25,0 g
BD BactoTM Agar 15,0 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser 1000 ml
Nystatina (10 mg/ml in 50 % ethanol) 35 mg (3,5 ml)
D-Methioninb (1 mg/ml 50 % EtOH)  3 mg (3,0 ml)
Pyridoxin-HClc(1 mg/ml 50 % EtOH)  1 mg (1 ml)
Cephalexind(20 mg/ml 50 % EtOH) 50 mg (2,5 ml)
Trimethoprime (10 mg/ml 70 % EtOH) 30 mg (3 ml)

a–e Zugabe nach dem Autoklavieren. Mengen sind nur Richt-
werte (KKP).
a  Lösen von 100 mg Nystatin in 10 ml 50 % Ethanol. Zugabe 

von 3,5 ml/l (1,75 ml/500 ml).
b  Lösen von 10 mg D-Methionin in 10 ml 50 % Ethanol. Zuga-

be von 3,0 ml/l (1,5 ml/500 ml).
c  Lösen von 10 mg Pyridoxin-HCl in 10 ml 50 % Ethanol. 

Zugabe von 1 ml/l (0,5 ml/500 ml).
d  Lösen von 200 mg Cephalexin in 10 ml 50 % Ethanol. Zuga-

be von 2,5 ml/l (1,25 ml/500 ml).
e  Lösen von 100 mg Trimethoprim in 10 ml 70 % Ethanol. 

Zugabe von 3 ml/l (1,5 ml/500 ml).

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten außer der Antibiotika, 
Pyrodoxin-HCl und D-Methionin in einen geeigneten 
Behälter.

2.  Zugabe von 1000 ml (oder 500 ml) destilliertem/deio-
nisiertem Wasser.

3.  Lösen der Komponenten und prüfen des pH-Wertes, 
der bei 6.5 liegen soll, ggf. anpassen (wichtiger KKP).

4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 min.
5.  Vorbereitung der Antibiotika-, Pyridoxin- und 

D-Methionin-Lösungen und ggf. Filtersterilisieren.
6.  Abkühlen des Mediums auf 50 °C und Zugabe 

der Lösungen von Antibiotika, Pyridoxin-HCl und 
D-Methionin.

7.  Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums um 
Luftblasenbildung zu vermeiden und Gießen der Plat-
ten (22 ml je 90 mm Petrischale).

8.  Trocknen der Platten in der Sterilarbeitsbank oder ähn-
lichem vor der weiteren Verwendung.

Effectives 1er janvier 2024
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Milieu mCS20ABN 

Ingrédient Quantité pour 1 l
Soya peptone  2,0 g
Tryptone (BD Bacto™ Tryptone)  2,0 g
KH2PO4  2,8 g
(NH4)2HPO4  0,8 g
MgSO4 ∙ 7H2O  0,4 g
L-Glutamine  6,0 g
L-Histidine  1,0 g
D-Glucose (dextrose)  1,0 g
Amidon soluble Merck 1252 (CCP) 25,0 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 18,0 g
Eau distillée/désionisée 1000 ml
Nystatine a (10 mg/ml 50 % EtOH)  35 mg (3,5 ml)
Sulfate de néomycine b (20 mg/ml eau 
distillée/désionisée)

 40 mg (2,0 ml)

Bacitracine c (50 mg/ml 50 % EtOH) 100 mg (2,0 ml)

a–c Ajouté après autoclavage. Quantités à titre indicatif seule-
ment (CCP).
a  Dissoudre 100 mg de nystatine dans 10 ml d’éthanol à 

50 %. Ajouter 3,5 ml/l.
b  Dissoudre 200 mg de néomycine sulfate (770 U/mg) dans 

10 ml d’eau distillée stérile. Ajouter 2,0 ml/l.
c  Dissoudre 500 mg de bacitracine (60 U/mg) dans 10 ml 

d’éthanol à 50 %. Ajouter 2,0 ml/l.

Préparation

1.	  Peser tous les produits à l’exception des antibiotiques 
dans un récipient approprié.

2.	  Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée
3.	  Dissoudre et vérifier le pH qui devrait être à 6,5, ajuster 

si nécessaire (CCP important).
4.	  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.	  Préparer les solutions d’antibiotiques et filtrer stérile-

ment si nécessaire.
6.	  Laisser le milieu refroidir jusqu’à atteindre environ 

50 °C avant d’ajouter les solutions d’antibiotiques.
7.	  Bien mélanger doucement par inversion pour éviter les 

bulles d’air et remplir les boîtes (18 ml pour une boîte 
de 90 mm)

8.	  Laisser les boîtes sécher sous hotte à flux laminaire ou 
équivalent avant d’utiliser.

Stockage

Stocker les boîtes préparées à l’envers dans des sacs en 
plastique à 4 ±2 °C) et utiliser dans un délai de 4 semaines 
après préparation pour garantir l’activité des antibiotiques.

En fonction du type d’amidon, pré-stocker dans un 
réfrigérateur pendant plusieurs jours avant utilisation peut 
permettre de mieux visualiser les zones d’hydrolyse de 
l’amidon.

Milieu mFS

Ingrédient Quantité pour 1 l
K2HPO4  0,8 g
KH2PO4  0,8 g
KNO3  0,5 g
MgSO4 ∙ 7H2O  0,1 g
Extrait de levure  0,1 g
Vert de méthyl (1 % aq.)  1,5 ml
Amidon soluble (Merck 1252)(CCP) 25,0 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 15,0 g
Eau distillée/désionisée 1000 ml
Nystatinea (10 mg/ml in 50 % ethanol) 35 mg (3,5 ml)
D-méthionineb (1 mg/ml 50 % EtOH)  3 mg (3,0 ml)
Pyridoxine-HClc (1 mg/ml 50 % EtOH)  1 mg (1 ml)
Cephalexined(20 mg/ml 50 % EtOH) 50 mg (2,5 ml)
Trimethoprimee (10 mg/ml 70 % EtOH) 30 mg (3 ml)

a–c, d, e Ajouté après autoclavage. Quantités à titre indicatif 
seulement (CCP).
a  Dissoudre 100 mg de nystatine dans 10 ml d’éthanol à 

50 %. Ajouter 3,5 ml/l (1,75 ml/500 ml).
b  Dissoudre 10 mg de D-méthionine dans 10 ml d’éthanol à 

50 %. Ajouter 3,0 ml/l. (1,5 ml/500 ml).
c  Dissoudre 10 mg de pyridoxine-HCl dans 10 ml d’éthanol à 

50 %. Ajouter 1 ml/l. (0,5 ml/500 ml).
d  Dissoudre 200 mg de cephalexine dans 10 ml d’éthanol à 

50 %. Ajouter 2,5 ml/l. (1,5 ml/500 ml).
e  Dissoudre 100 mg de triméthoprime (60 U/mg) dans 10 ml 

d’éthanol à 70 %. Ajouter 3 ml/l. (1,5 ml/500 ml).

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients à l’exception des antibio-
tiques, pyridoxine-HCl et D-méthionine, dans un réci-
pient approprié.

2.  Ajouter 1000 ml (ou 500 ml) d’eau distillée/désionisée.
3.  Dissoudre et vérifier le pH qui devrait être à 6,5, ajuster 

si nécessaire (CCP important).
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min
5.  Préparer les solutions d’antibiotiques, pyridoxine-HCl 

et D-méthionine, et filtrer stérilement si nécessaire.
6.  Laisser le milieu refroidir jusqu’à atteindre environ 

50 °C avant d’ajouter les solutions d’antibiotiques, 
pyridoxine-HCl et D-méthionine.

7.  Mélanger le milieu en fusion doucement pour éviter les 
bulles d’air et remplir les boîtes (18 ml pour une boîte 
de 90 mm)

8.  Laisser les boîtes sécher sous hotte à flux laminaire ou 
équivalent avant d’utiliser.
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Preparation

1.  Weigh out all the ingredients except the antibiotics 
into a suitable container.

2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Dissolve and check pH which should be 6.5, adjust if 

necessary (important CCP).
4.  Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.
5.  Prepare antibiotic solutions and filter sterilise as 

appropriate.
6.  Allow the medium to cool to approx. 50 °C and add 

antibiotic solutions.
7.  Mix thoroughly but gently by inversion/swirling to 

avoid air bubbles and pour plates (18 ml per 90 mm 
plate).

8.  Leave plates to dry in a laminar flow bench or similar 
before use.

Storage

Store the prepared plates inverted in polythene bags at 
4 ±2 °C and use within four 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.

mFS medium

Compound Amount for 1 l
K2HPO4  0.8 g
KH2PO4  0.8 g
KNO3  0.5 g
MgSO4 ∙ 7H2O  0.1 g
Yeast extract  0.1 g
Methyl Green (1 % aq.)  1.5 ml
Soluble starch (Merck 1252)(CCP) 25.0 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 15.0 g
Distilled/deionised water 1000 ml
Nystatina (10 mg/ml in 50 % ethanol) 35 mg (3.5 ml)
D-Methionineb (1 mg/ml 50 % ethanol)  3 mg (3.0 ml)
Pyridoxine HClc (1 mg/ml 50 % ethanol)  1 mg (1 ml)
Cephalexind (20 mg/ml 50 % ethanol) 50 mg (2.5 ml)
Trimethoprime (10 mg/ml 70 % ethanol) 30 mg (3 ml)

a–c, d, e Added after autoclaving. Antibiotics amounts for guidance 
only (CCP). 
a  Dissolve 100 mg nystatin in 10 ml 50 % ethanol. Add 3.5 ml/l.
b  Dissolve 10 mg D-methionine in 10 ml 50 % ethanol. Add 3.0 

ml/l.
c  Dissolve 10 mg pyridoxine HCl in 10 ml 50 % ethanol. Add 1 

ml/l.
d  Dissolve 200 mg cephalexin in 10 ml 50 % ethanol. Add 2.5 ml/l.
e  Dissolve 100 mg trimethoprim in 10 ml 70 % ethanol. Add 3 ml/l.

Preparation

1.  Weigh out all the ingredients except antibiotics, 
pyridoxine HCl and D-methionine into a suitable 
container.

2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Dissolve and check pH which should be 6.5, adjust if 

necessary (important CCP).
4.  Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.
5.  Prepare the antibiotic, pyridoxine HCl and 

D-methionine solutions and filter sterilise as 
appropriate.

6.  Allow medium to cool to approx. 50 °C before adding 
the antibiotics, pyridoxine HCl and D-methionine 
solutions.

7.  Mix the molten medium gently to avoid air bubbles 
and pour plates (18 ml per 90 mm plate).

8.  Leave plates to dry in a laminar flow bench or similar 
before use.

Storage

Store the prepared plates inverted in polythene bags at 
4 ±2 °C and use within four weeks of preparation to 
ensure activity of antibiotics.

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

Yeast dextrose chalk (YDC) agar

Compound Amount for 1 l
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 (i.e. 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 approx. 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.
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Agar levadura dextrosa carbonato de 
calcio (YDC) 

Compuesto Cantidad para 1 l
Agar (BD Bacto™ Agar) 15,0 g
Extracto de levadura 10,0 g
CaCO3 (polvo liviano) 20,0 g
D-Glucosa (dextrose) 20,0 g
Agua destilada/desionizada 1000 ml

Preparación

1. Pesar todos los ingredientes en un recipiente adecuado 
de tamaño grande (ej.: para 250 ml de medio usar en 
una botella/matraz de 500 ml) para permitir agitar el 
medio justo antes de verterlo.

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 placas 
(22 ml por placa de 90 mm).

7. 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 temperatura ambiente.

Las placas preparadas se pueden almacenar por varios 
meses, siempre que no se sequen.
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Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 4 ±2 °C gelagert und innerhalb von 
vier Wochen nach Herstellung verwendet werden, um die 
Aktivität der Antibiotika zu gewährleisten.

In Abhängigkeit von der Stärkeherkunft kann eine 
Vorkühlung im Kühlschrank für einige Tage vor der 
Verwendung die Detektion der Stärkehydrolysezonen 
vereinfachen.

Hefe‑Dextrose‑Kalk‑Agar (YDC agar)

Komponente Menge für 1 l
Agar (BD BactoTM 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 einen geeigneten, 
ausreichend großen Behälter (z. B. 250 ml Medium in 
einer 500 ml Flasche/Gefäß) um ein gründliches Mi-
schen des Mediums vor dem Ausgießen zu erlauben.

2.  Zugabe von 1000 ml (oder 500 ml) destilliertem/deio-
nisiertem Wasser.

3.  Erhitzen zum Lösen.
4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 min.
5.  Das Medium auf 50 °C abkühlen lassen.
6.  Gründliches Rühren, um die Verteilung der Kohle zu 

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

7.  Trocknen der Platten in der Sterilarbeitsbank oder ähn-
lichem vor der weiteren Verwendung.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 4 ±2 °C) gelagert werden.

Solange die Platten nicht austrocknen, ist eine Lage-
rung für mehrere Monate möglich.

Literaturquellen
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Reproduzierbarkeit: Streuung = 1
Wiederholbarkeit: Streuung = 1
Nachweisgrenze: 1,5 cfu/ml (theoretisch, P = 0,95)
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Stockage

Stocker les boîtes préparées à l’envers dans des sacs en 
plastique à 4 ±2 °C) et utiliser dans les 4 semaines après 
préparation pour s’assurer de l’activité des antibiotiques.

En fonction du type d’amidon, pré-stocker dans un 
réfrigérateur pendant plusieurs jours avant utilisation peut 
permettre de mieux visualiser les zones d’hydrolyse de 
l’amidon.

Agar levure dextrose chalk (YDC)

Ingrédient Quantité pour 1 l
Agar (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 produits à l’exception des antibiotiques 
dans un grand récipient approprié (ex. 250 ml de milieu 
dans une bouteille de 500 ml) pour permettre l’agita-
tion du milieu juste avant de couler.

2.  Ajouter 1000 ml (ou 500 ml) d’eau distillée/désionisée
3.  Faire chauffer pour dissoudre.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.  Laisser le milieu refroidir jusqu’à atteindre environ 

50 °C.
6.  Mélanger pour bien homogénéiser le CaCO3 et pour 

éviter les bulles d’air et remplir les boîtes (20 ml pour 
une boîte de 90 mm).

7.  Laisser les boîtes sécher sous hotte à flux laminaire ou 
équivalent avant emploi.

Stockage

Stocker les boîtes préparées à l’envers dans des sacs en 
plastique à 4 ±2 °C).

Les boîtes peuvent être stockées pendant plusieurs 
mois si elles ne sèchent pas.
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Reproductibilité : dispersion = 1
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Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at room 
temperature. 

Prepared plates can be stored for several months 
provided they do not dry out.
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