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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
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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). 
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ISTA-Vorschriften ist die englische Version die massgebliche Version.

Études de validation

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

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

Limitation de responsabilité

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

Sécurité

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

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

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

Disclaimer

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

Safety precautions

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

Note on the use of the translations

The electronic version of the International Rules for Seed Testing includes the English, 
French, German and Spanish versions. If there are any questions on interpretation of the 
ISTA Rules, the English version is the definitive version.
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7‑023: Detección de Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola en semillas de Phaseolus vulgaris (frijol)

Hospedante: Phaseolus vulgaris L.
Patógeno(s): Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 

(Burkh.) Gardan, Bollet, Abu, Ghorrah, Grimont & 
Grimont, syn. P. syringae pv. phaseolicola (Burkh.) 
Young, Dye & Wilkie

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

Autores: Kurowski, C.1 y Remeeus, P.M.2

 1Harris Moran Seed Company, 9142 Mace Blvd, Da-
vis, CA 95616, USA

 E-mail: c.kurowski@harrismoran.com
 2Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarends-

veen, Netherlands
 E-mail: p.remeeus@naktuinbouw.nl

Historial de revisiones

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

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

hospedante
Versión 1.3, 2017-01-01: En Materiales, se eliminó el N° 

de placas de Petri por medio de cultivo. Informe de 
resultados, revisado

Versión 1.4, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado
Versión 1.5, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, Métodos 

y Métodos generales, revisados

Antecedentes
ISTA ha publicado dos hojas de trabajo (N°s 65 y 66) 
para Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp; Van 
Vuurde & Van den Bovenkamp, 1987; Jansing & Rudol-
ph, 1996). Estas hojas de trabajo no sólo difieren en los 
métodos de extracción, si no también en la imbibición 
estacionaria durante la noche usada comúnmente en los 
laboratorios de análisis de la industria de semillas. En la 
práctica, esto ha demostrado ser adecuado en términos de 
sensibilidad. Por lo tanto, la inbibición en reposo durante 
la noche es parte de la versión actual para la detección de 
Psp y fue incorporado en el estudio de validación (Ku-
rowski & Remeeus, 2007).

Ambas Hojas de Trabajo de ISTA están basadas en 
la siembra de diluciones, aunque en la Hoja de Trabajo 
N° 65, también está incluida una preselección por inmu-
nofluorescencia (IF). La versión actual (Kurowski & Re-
meeus, 2007) elimina la preselección por IF. En lugar de 
sembrar por triplicado en medio modificado de sacarosa 
peptona (MSP), como en la Hoja de Trabajo N° 66, se usan 
dos placas de MSP y dos placas de un medio adicional, 
leche Tween™ leche (por sus siglas en inglés: MT; Goszc-
zynska & Serfontein, 1998). MT puede complementar a 
MSP y tiene la ventaja de poder detectar Xanthomonas 
axonopodis pv. phaseoli (Xap), lo que no es posible con 
MSP. Además, MT permite distinguir Pseudomonas 
savastanoi pv. phaseolicola de colonias de Pseudomonas 
syringae pv. syringae. La importancia que tiene MT para 
la detección de Psp y Xap ha sido demostrada en la prác-
tica y en estudios de validación de métodos para ambos 
patógenos (Kurowski & Remeeus, 2007; Sheppard & Re-
meeus, 2006). 

En la presente versión, la identificación final de Psp 
está basada en la prueba de patogenicidad en plántulas de 
frijol, como en la Hoja de Trabajo N° 65; el ensayo de 
faseolotoxina de la Hoja de Trabajo N° 66 no es amplia-
mente utilizado y no identifica todas las razas del pató-
geno (Rico et al., 2003). Al método se le agrega un paso 
de subcultivo para ayudar en la identificación de colonias 
sospechosas.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la detección de 
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp) en semi-
lla tratada. Los tratamientos a la semilla pueden afectar el 
desempeño del método. (Definición de tratamiento: todo 
proceso físico, biológico o químico, al que este sujeto un 
lote de semilla incluyendo las semillas recubiertas. Ver 
7.2.3.)

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

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑023: Nachweis von Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola an Samen von Phaseolus vulgaris (Bohne)

Wirtspflanze: Phaseolus vulgaris L.
Krankheitserreger: Pseudomonas savastanoi pv. 

phaseolicola (Burkh.) Gardan, Bollet, Abu, Ghorrah, 
Grimont & Grimont, syn. P. syringae pv. phaseolicola 
(Burkh.) Young, Dye & Wilkie

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

Autoren: Kurowski, C.1 & Remeeus, P. M.2

 1Harris Moran Seed Company, 9142 Mace Blvd, Da-
vis, CA 95616, USA

 E-Mail: c.kurowski@harrismoran.com
 2Naktuinbouw, PO Box 40, 2370 AA Roelofarends-

veen, Niederlande
 E-Mail: p.remeeus@naktuinbouw.nl

Revisionsstand

Version 1.0, 2007-01-01
Version 1.1, 2013-01-01: Definition der Probengröße
Version 1.2, 2014-01-01: deutscher Name der Wirtspflan-

ze hinzugefügt
Version 1.3, 2017-01-01: „Material“: Anzahl Petri-Scha-

len für Medium gelöscht; „Berichterstattung der 
Ergebnisse“ überarbeitet

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

Methoden und Allgemeine Methoden

Hintergrund
Die ISTA hat zwei Methoden (working sheet No. 65 und 
No. 66) für Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 
(Psp; Van Vuurde & Van den Bovenkamp, 1987; Jansing 
& Rudolph, 1996) veröffentlicht. Bei Beiden unterschei-
den sich nicht nur die Extraktionsmethoden. Sie differieren 
auch hinsichtlich des Einweichens des Probenmaterials 
über Nacht, was in den Untersuchungslaboren der Saat-
gutindustrie weitläufig verbreitet ist. In der Praxis hat sich 
dieser Punkt in Bezug auf die Empfindlichkeit der Metho-
de bestätigt. Daher wurde das Einweichen der Proben über 
Nacht in der hier dargestellten Version für den Nachweis 
von Psp und in der Validierungsstudie berücksichtigt (Ku-
rowski & Remeeus, 2007).

Beide ISTA Methoden basieren auf dem Ausplattieren 
von Verdünnungsreihen, obwohl eine Immunofluoreszenz 

(IF)-Vorselektion Teil der Methode Nr. 65 ist. Die hier 
dargestellte Version (Kurowski & Remeeus, 2007) ver-
zichtet auf die IF-Vorselektion. Es erfolgt auch kein Aus-
plattieren in dreifacher Wiederholung auf modifiziertem 
Zucker-Pepton-Medium (MSP), sondern wie in Methode 
Nr. 66 werden zwei Platten von MSP und zwei Platten 
eines zusätzlichen Mediums, Milch-Tween™ (MT; Gosz-
czynska & Serfontein, 1998) verwendet. MT kann MSP 
ersetzen und hat den Vorteil, Xanthomonas axonopodis pv. 
phaseoli (Xap) nachzuweisen, was mit MSP nicht möglich 
ist. Des Weiteren ermöglicht MT Pseudomonas savastanoi 
pv. phaseolicola von Kolonien von Pseudomonas syringae 
pv. syringae zu unterscheiden. Die Bedeutung von MT 
zum Nachweis von Psp und Xap wurde in der Praxis und 
in Methodenvalidierungsstudien für beide Krankheitser-
reger gezeigt (Kurowski & Remeeus, 2007; Sheppard & 
Remeeus, 2006).

In der hier dargestellten Version basiert die endgülti-
ge Identifizierung von Psp auf einem Pathogenitätstest an 
Bohnenkeimlingen wie in Methode Nr. 65 beschrieben; 
der Phaseolotoxin-Assay der Methode Nr. 66 ist nicht 
weit verbreitet und identifiziert nicht alle Stämme dieses 
Krankheitserregers (Rico et al., 2003). Ein Subkultivie-
rungsschritt zur verbesserten Identifizierung verdächtiger 
Kolonien wurde der Methode beigefügt.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung von 
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp) an behan-
deltem (gebeiztem) Saatgut. Saatgutbehandlungen können 
die Aussagekraft dieser Methode beeinflussen. (Definition 
Behandlung: Jegliches Verfahren physikalischer, biologi-
scher oder chemischer Natur, dem eine Saatgutpartie un-
terzogen wird, einschließlich Saatgutumhüllungen. Siehe 
dazu 7.2.3.)

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

Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de Semences Méthodes validées pour analyse sanitaire des semences

7-023-3

7‑
02

3 
: P

se
ud

om
on

as
 s

av
as

ta
no

i p
v.

 p
ha

se
ol

ic
ol

a 
su

r P
ha

se
ol

us
 v

ul
ga

ris
 (h

ar
ic

ot
)

7‑023 : Détection de Pseudomonas savastanoi pv. pha
seolicola sur semences de Phaseolus vulgaris (haricot)

Hôte : Phaseolus vulgaris L.
Pathogène(s) : Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 

(Burkh.) Gardan, Bollet, Abu, Ghorrah, Grimont & 
Grimont, syn. P. syringae pv. phaseolicola (Burkh.) 
Young, Dye & Wilkie

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

Auteurs : Kurowski, C.1 & Remeeus, P.M.2

 1Harris Moran Seed Company, 9142 Mace Blvd, 
Davis, CA 95616, États-Unis

 Courriel : c.kurowski@harrismoran.com
 2Naktuinbouw, PO Box 40, 2370 AA Roelofarends-

veen, Pays-Bas
 Courriel : p.remeeus@naktuinbouw.nl

Historique de la révision

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

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

l’hôte
Version 1.3, 2017-01-01 : « Matériel » : nombres de 

boîtes pour milieu supprimés ; « Indications des résul-
tats » révisé

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

Version 1.5, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon », 
« Méthodes » et « Méthodes générales » révisés

Historique
L’ISTA a édité deux méthodes (nos 65 et 66) pour le 
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp ; Van 
Vuurde & Van den Bovenkamp, 1987 ; Jansing & Rudolph, 
1996). Dans ces méthodes, les méthodes d’extraction dif-
fèrent, ainsi que pour la macération sans agitation durant la 
nuit utilisée généralement dans les laboratoires d’analyses 
de l’industrie semencière. Dans la pratique, ceci s’est avéré 
correct en termes de sensibilité. Par conséquent, la macé-
ration durant la nuit sans agitation fait partie de la présente 
version pour la détection de Psp et a été incorporée dans 
l’étude de validation (Kurowski & Remeeus, 2007).

Les working sheets de l’ISTA sont basées sur des dilu-
tions étalements, bien qu’un prescreening par immuno-
fluorescence (IF) fasse partie de la working sheet no 65. La 
présente version (Kurowski & Remeeus, 2007) abandonne 
le prescreening par IF. Au lieu d’étaler 3 répétitions sur 
sucrose peptone modifiée (MSP), comme dans la working 
sheet no 66, deux boîtes de MSP et deux boîtes d’un milieu 
additionnel, milk Tween™ (MT ; Goszczynska & Ser-
fontein, 1998), sont employés. Le MT peut compléter le 
MSP, et a l’avantage de pouvoir détecter les Xanthomonas 
axonopodis pv. phaseoli (Xap), ce qui n’est pas possible 
sur MSP. En outre, le MT permet de distinguer les colonies 
de Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola de celles de 
Pseudomonas syringae pv. syringae. La valeur du MT 
pour la détection de Psp et de Xap a été démontrée dans la 
pratique et dans des études de validation de méthode pour 
les deux pathogènes (Kurowski & Remeeus, 2007 ; Shep-
pard & Remeeus, 2006).

Dans la version actuelle, l’identification finale de Psp 
est basée sur un test de pouvoir pathogène sur des jeunes 
plantes de haricot, comme dans la méthode No. 65 ; l’ana-
lyse de phaséolotoxine de la méthode No. 66 n’est pas 
employée couramment et n’identifie pas toutes les souches 
du pathogène (Rico et al., 2003). Une étape de repiquage a 
été ajoutée à la méthode, pour aider à identifier les colonies 
suspectes.

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détermination 
de Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp) sur 
semences traitées. Les traitements peuvent affecter la per-
formance de la méthode. (Définition de traitement : tout 
processus, physique, biologique ou chimique, auxquels est 
soumis un lot de semences, y compris l’enrobage. (Voir 
7.2.3.)

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences à tes-
ter) et la taille du sous-échantillon dépendent de l’utilisa-
tion prévue, du niveau d’infection maximal acceptable et 
de la sensibilité analytique de la méthode. La taille mini-
male recommandée de l’échantillon de travail est de 5000 
semences et la taille maximale du sous-échantillon doit 
être de 1000 semences.
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7‑023: Detection of Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola in Phaseolus vulgaris (bean) seed

Host: Phaseolus vulgaris L.
Pathogen(s): Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 

(Burkh.) Gardan, Bollet, Abu, Ghorrah, Grimont & 
Grimont, syn. P. syringae pv. phaseolicola (Burkh.) 
Young, Dye & Wilkie

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

Authors: Kurowski, C.1 & Remeeus, P.M.2

 1Harris Moran Seed Company, 9142 Mace Blvd, 
Davis, CA 95616, USA

 E-mail: c.kurowski@harrismoran.com
 2Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA 

Roelofarendsveen, Netherlands
 E-mail: p.remeeus@naktuinbouw.nl

Revision history

Version 1.0, 2007-01-01
Version 1.1, 2013-01-01: Definition of sample size
Version 1.2, 2014-01-01: Common name of host added
Version 1.3, 2017-01-01: Materials: numbers of Petri 

dishes for media deleted; Reporting results revised
Version 1.4, 2021-01-01: Sample size revised
Version 1.5, 2024-01-01: Sample size, Methods and 

General methods revised

Background
ISTA has published two working sheets (Nos. 65 and 
66) for Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp; 
Van Vuurde & Van den Bovenkamp, 1987; Jansing & 
Rudolph, 1996). Not only do the extraction methods 
in these working sheets differ, they also differ from the 
stationary overnight soaking commonly used in the testing 
laboratories of the seed industry. In practice, this has 
proven to be adequate in terms of sensitivity. Therefore, 
stationary overnight soaking is part of the present version 
for the detection of Psp and was incorporated in the 
validation study (Kurowski & Remeeus, 2007).

Both ISTA working sheets are based on dilution 
plating, although an immunofluorescence (IF) 

prescreening is part of working sheet No. 65. The present  
version (Kurowski & Remeeus, 2007) abandons this IF 
prescreening. Instead of plating in triplicate on modified 
sucrose peptone (MSP), as in working sheet No. 66, 
two plates of MSP and two plates of an additional 
medium, milk Tween™ (MT; Goszczynska & Serfontein, 
1998), are used. MT can complement MSP, and has 
the advantage of being able to detect Xanthomonas 
axonopodis pv. phaseoli (Xap), which is not possible on 
MSP. Furthermore, MT allows Pseudomonas savastanoi 
pv. phaseolicola to be distinguished from colonies of 
Pseudomonas syringae pv. syringae. The value of MT 
for detection of Psp and Xap has been demonstrated 
in practice and in method validation studies for both 
pathogens (Kurowski & Remeeus, 2007; Sheppard & 
Remeeus, 2006).

In the present version, the final identification of Psp 
is based on a pathogenicity assay on bean seedlings, 
as in working sheet No. 65; the phaseolotoxin assay of 
working sheet No. 66 is not widely used and does not 
identify all strains of the pathogen (Rico et al., 2003). A 
subculturing step, to further assist in identifying suspect 
colonies, has been added to the method.

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp) on 
treated seed. Seed treatments may affect the performance 
of the method. (Definition of treatment: any process, 
physical, biological or chemical, to which a seed lot is 
subjected, including seed coatings. See 7.2.3.)

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

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-023Sample size description revised for consistency across methods.
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Materiales
Material de referencia: una cepa conocida de 

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola o material 
de referencia estandarizado

Placas de medio MT: placas de Petri de 90 mm
Placas de medio MSP: placas de Petri de 90 mm
Placas de medio King’s B (KB): para subcultivo (al me-

nos 1 placa sectorizada por sub-muestra)
Bolsas de polietileno o contenedores: con solución sa-

lina estéril (0,85 % NaCl) más Tween™ 20 (0,02 %; 
0,2 ml/l) para la imbibición de las semillas (el volumen 
[ml] requerido es equivalente a 2,5 × PMS [g])

Botellas para dilución: que contengan 4,5 ml de solu-
ción salina estéril (2 por sub-muestra). Otros volúme-
nes pueden ser aceptables (ver Métodos generales)

Etanol 70 % u otro producto desinfectante equivalen-
te: para la desinfección de las superficies y equipos

Incubadora: programada a 28 ±2 °C, 20–25 °C y 
18–20 °C

Balanza: adecuada para pesar con aproximación a 0,001 g
Medidor de pH: adecuada para leer con aproximación a 

0,01 unidades de pH
Pipetas automáticas: verificar la exactitud y precisión 

regularmente
Plántulas de frijol: susceptibles a todas las razas del pa-

tógeno para la prueba de patogenicidad (ej.’ Helda’)
Cámara fría o refrigerador: programada a 5 ±4 °C

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

Es vital evitar cualquier posibilidad de contaminación 
cruzada entre las muestras de semillas, por lo cual es esen-
cial desinfectar todas las superficies, contenedores, manos, 
etc., antes y después de manipular cada muestra. Esto pue-
de lograrse limpiando/rociando el equipamiento y manos 
enguantadas con etanol 70 %.

Si la muestra enviada es recibida en varios paquetes, 
éstos deben combinarse vaciándolos en una bolsa de po-
lietileno nueva y limpia y mezclando manualmente para 
obtener una muestra compuesta.
1.  Contar el número de semillas en un peso conocido. Es-

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

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

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

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.  Extracción 
1.1  Embeber las semillas en solución salina estéril más 

Tween™ 20 (0,02 % v/v) en una bolsa de polietileno 
o contenedor. El volumen de solución salina requeri-
do en mililitros debe ser equivalente a 2,5 × PMS (g). 
Por ejemplo: si PMS = 300 g, el volumen de solución 
salina requerido es de 2,5 × 300 = 750 ml (Olivier & 
Remeeus, 2004).

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

2.  Dilución y siembra
2.1  Agitar las bolsas de polietileno o contenedores para ob-

tener un extracto homogéneo antes de la dilución.
2.2  Preparar una serie de diluciones 1:10 del extracto de 

semilla. Colocar con pipeta 0,5 ml del extracto en 
4,5 ml de solución salina estéril y agitar con vortex (di-
lución 10−1). Colocar con pipeta 0,5 ml de la dilución 
10−1 en otros 4,5 ml de solución salina estéril y agitar 
con vortex (dilución 10−2) (ver Métodos generales).

2.3  Colocar con pipeta 100 µl de cada dilución y del ex-
tracto de semilla sin diluir en placas de cada uno de 
los medios selectivos (MT, MSP) y esparcir sobre la 
superficie con una varilla de vidrio doblada estéril (ver 
Métodos generales).

2.4  Incubar las placas invertidas a 28 ±2 °C y examinar 
después de 4–5 d. (ver sección 5).

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

en solución salina estéril o reconstituir un material de 
referencia estandarizado de acuerdo a las instrucciones 
del proveedor.

3.2  Diluir la suspensión lo suficiente como para obtener 
diluciones que contengan aproximadamente 10−2 a 
10−4  ufc/ml. Esto puede requerir hasta siete diluciones 
seriadas de 1:10 a partir de una suspensión turbia.

3.3  Colocar 100 µl de la dilución apropiada, según el punto 
anterior, en placas de cada uno de los medios selectivos 
(MT, MSP) y esparcir sobre la superficie con una vari-
lla de vidrio doblada estéril.

3.4  Incubar las placas con las placas de las muestras.
4.  Verificación de esterilidad
4.1  Sembrar una serie de diluciones a partir de una muestra 

del medio de extracción (ej. Solución salina estéril mas 
Tween™ 20), que no contenga semillas y sembrar en 
cada uno de los medios de cultivo como se hizo para 
las muestras.
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Material
Referenzmaterial: Ein bekannter Stamm von Pseudo

monas savastanoi pv. phaseolicola oder standardisier-
tes Referenzmaterial

Platten mit MT-Medium: 90 mm Petrischalen
Platten mit MSP-Medium: 90 mm Petrischalen
Platten mit King’s B (KB)-Medium: Subkultivierung 

(mindestens eine sektorierte Platte je Teilprobe)
PE-Beutel oder Gefäße: mit steriler Salzlösung (0,85 % 

NaCl) und Tween™ 20 (0,02 %; 0,2 ml/l) zum Einwei-
chen der Samen (das erforderliche Volumen (ml) ist zu 
berechnen durch 2,5 × TKG (g))

Verdünnungsbehälter: befüllt mit 4,5 ml steriler Salz-
lösung (2 je Teilprobe), andere Volumen können auch 
verwendet werden (siehe Allgemeine Methoden)

70-prozentiges Ethanol oder entsprechendes Desinfek-
tionsmittel: zur Desinfektion von Oberflächen und 
Arbeits material

Inkubator: Betrieb bei 28 ±2 °C, 20–25 °C und 18–20 °C
Waage: auf 0,001 g genau
pH-Meter: auf 0,01 pH-Einheiten genau
Automatische Pipetten: Genauigkeit und Präzision sind 

regelmäßig zu überprüfen
Bohnenkeimlinge: anfällig für alle Rassen des Krank-

heitserregers im Pathogenitätstest (z. B. ‘Helda’)
Kaltraum oder Kühlschrank: Betrieb bei 5 ±4 °C

Probenvorbereitung
Dies kann vor der Untersuchung stattfinden.

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

Wenn die Untersuchungsprobe in mehreren Teilpro-
ben verpackt ist, sollten diese zunächst in einem sauberen 
Probenbeutel vereint werden und per Hand durchmischt 
werden.
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 Tween™ 20-haltiger 

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

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

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

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

2.2  Herstellung einer 10-fachen Verdünnungsreihe aus Sa-
menextrakt. 0,5 ml des Extraktes in 4,5 ml der sterilen 
Salzlösung pipettieren und zur gründlichen Mischung 
(10−1 Verdünnung) vortexen. 0,5 ml dieser 10−1 Ver-
dünnung in weitere 4,5 ml steriler Salzlösung pipettie-
ren und zur gründlichen Mischung (10−2 Verdünnung) 
vortexen. (siehe Allgemeine Methoden).

2.3  100 µl jeder Verdünnung sowie des unverdünnten Sa-
menextraktes auf Agarplatten jedes Selektivmediums 
(MT, MSP) pipettieren und auf der Agaroberfläche mit 
einem sterilen Drigalskispatel verteilen (siehe Allge-
meine Methoden).

2.4  Inkubation der Platten kopfüber bei 28 ±2 °C und Un-
tersuchung nach 4–5 Tagen (siehe Abschnitt 5).

3.  Positivkontrolle (Kultur oder Referenzmaterial)
3.1  Herstellung einer Suspension eines bekannten Stam-

mes von Psp in steriler Salzlösung oder Nutzung einer 
Standardreferenzkultur 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 (MT, MSP) pipettieren 
und auf der Agaroberfläche mit einem sterilen Spatel 
verteilen.

3.4  Inkubation der Kontrollplatten mit den Untersuchungs-
platten zusammen.

4.  Sterilitätskontrolle
4.1  Verdünnungsreihe einer Probe des Extraktionsmediums 

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

5.  Untersuchung der Agarplatten
5.1  Untersuchung der Sterilitätskontrolle und Bestimmung 

der Positivkontrolle auf den semiselektiven Medien 
(KKP).

7-023-4 Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de SemencesMéthodes validées pour analyse sanitaire des semences

7‑
02

3 
: P

se
ud

om
on

as
 s

av
as

ta
no

i p
v.

 p
ha

se
ol

ic
ol

a 
su

r P
ha

se
ol

us
 v

ul
ga

ris
 (h

ar
ic

ot
)

Matériel
Matériel de référence : une souche connue de 

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola ou du maté-
riel de référence standardisé

Boîtes de milieu MT : boîtes de Petri de 90 mm
Boîtes de milieu MSP : boîtes de Petri de 90 mm
Boîtes de milieu King B (KB) : pour le repiquage (au 

moins 1 boîte en secteur par sous-échantillon)
Sacs ou récipients de polythène : avec solution solution 

saline stérile (0,85 % NaCl) plus Tween™ 20 (0,02 % ; 
0,2 ml/l) pour la macération des semences (le volume 
[ml] exigé est équivalent à 2,5 × MMS [g])

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

Éthanol à 70 % ou produit de désinfection équi-
valent : pour la désinfection des surfaces et de 
l’équipement

Étuve : capable de maintenir une température de 
28 ±2 °C, 20–25 °C et 18–20 °C

Balance : capable de peser à 0,001 g
pH-mètre : capable de lecture à 0,01 unité de pH
Pipettes automatiques : vérifier l’exactitude et la préci-

sion régulièrement
Jeunes plantes de haricot : sensibles à toutes les races 

du pathogène pour tests de pouvoir pathogène (p. ex. 
‘Helda’)

Chambre froide ou réfrigérateur : fonctionnant à 
5 ±4 °C

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

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

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

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

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

Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

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

additionnée de Tween™ 20 (0,02 % v/v) dans un sac 
ou un récipient en polyéthylène. Le volume de solu-
tion saline exigé en millilitres devrait être équivalent 
à 2,5 × MMS (g). Par exemple : si MMS = 300 g, le 
volume de solution solution saline exigé est de 2,5 × 
300 = 750 ml (Olivier & Remeeus, 2004).

1.2  Faire macérer les sous-échantillons durant la nuit (16–
18 h) à 5 ±4 °C.

2.  Dilution et étalement
2.1  Secouer le sac ou le récipient de polyéthylène pour 

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

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

2.3  Pipetter 100 μl de chaque dilution et de l’extrait de 
semences non dilué et placer sur des boîtes de chacun 
des milieux sélectifs (MT, MSP) étaler sur la surface 
avec un râteau stérile (voir les méthodes générales).

2.4  Incuber les boîtes à 28 ±2 °C et observer après 4–5 
jours (voir section 5).

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

dans solution une saline stérile ou reconstituer le maté-
riel de référence standardisé selon les instructions du 
fournisseur.

3.2  Diluer la suspension pour obtenir des dilutions conte-
nant environ 10−2 à 10−4 cfu/ml. Ceci peut exiger 
jusqu’à sept dilutions de dix fois à partir d’une suspen-
sion trouble.

3.3  Pipetter 100 μl des dilutions appropriées et dénom-
brables et placer sur des boîtes de chaque milieu sélec-
tif (MT, MSP) et étaler sur la surface avec un râteau 
stérile.

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

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

5.  Lecture des boîtes
5.1  Examiner le témoin de stérilité et la croissance des 

témoins positifs sur le milieu semi-sélectif (CCP).
5.2  Examiner les boîtes d’échantillons pour la présence 

des colonies typiques de Psp par comparaison avec les 
boîtes de témoins positifs.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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Materials
Reference material: a known strain of Pseudomonas 

savastanoi pv. phaseolicola or standardised reference 
material

Plates of MT medium: 90 mm Petri dishes
Plates of MSP medium: 90 mm Petri dishes
Plates of King’s B (KB) medium: for subculturing (at 

least 1 sectored plate per subsample)
Polythene bags or containers: with sterile saline 

(0.85 % NaCl) plus Tween™ 20 (0.02 %; 0.2 ml/l) for 
soaking of seeds (volume [ml] required is equivalent 
to 2.5 × TSW [g])

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

70 % ethanol or equivalent disinfecting product: for 
disinfection of surfaces and equipment

Incubator: capable of operating at 28 ±2 °C, 20–25 °C 
and 18–20 °C

Balance: capable of weighing to the nearest 0.001 g
pH meter: capable of being read to the nearest 0.01 pH 

unit
Automatic pipettes: check accuracy and precision 

regularly
Bean seedlings: susceptible to all races of the pathogen 

for pathogenicity test (e.g. ‘Helda’)
Cold room or refrigerator: operating at 5 ±4 °C

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 using swabbing or spraying equipment with 
gloves and 70 % ethanol.

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

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

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

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

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

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

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

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

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

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

2.4  Incubate inverted plates at 28 ±2 °C) and examine 
after 4–5 d (see section 5).

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

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

3.2  Dilute the suspension sufficiently to obtain dilutions 
containing approximately 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 (MT, MSP) and 
spread over the surface with a sterile bent glass rod.

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

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

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-023Editorial changes to harmonise description of dilutions under Methods.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-023Editorial changes to harmonise description of dilutions under Methods.
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5.  Evaluación de las placas
5.1  Examinar la verificación de esterilidad y recuperar 

los controles positivos de los medios semiselectivos 
(PCC).

5.2  Examinar las placas de las muestras para la presencia 
de colonias típicas de Psp mediante comparación con 
las placas de control positivo.

5.3  Después de 4–5 días en MT, las colonias de Psp son 
de color blanco/crema, planas, circulares, 4,5–5 mm de 
diámetro (Fig. 1).

5.4  Después de 4–5 días en MSP, las colonias de Psp son 
circulares, globosas levantadas, brillantes y de color 
amarillo claro con un centro menos denso. El medio 
alrededor de la colonia se torna de color amarillo claro 
después del 3 día (Fig. 2).

5.5  El tamaño y color de las colonias pueden diferir dentro 
de una muestra.

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

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

zadas de KB. Para prevenir la contaminación cruzada 
de los aislamientos, usar placas sectorizadas nuevas 
para cada sub-muestra. El número exacto de colonias 
subcultivadas dependerá del número y variabilidad de 
las colonias sospechosas en la placa; si se presentan, 
subcultivar por lo menos seis colonias por sub-muestra 
(PCC).

6.2  Subcultivar el aislamiento del control positivo en pla-
cas sectorizadas para su posterior comparación.

6.3  Incubar las placas sectorizadas por 2–4 d a 28 ±2 °C.
6.4  Comparar la apariencia del crecimiento con el con-

trol positivo. En general en medio KB, Psp desarrolla 
colonias cremas o blancas, circulares y planas (PCC) 
(Fig. 3).

6.5  Confirmar la identificación de los aislamientos me-
diante prueba de patogenicidad en plántulas de frijol 
de susceptibilidad conocida (PCC).

6.6  Registrar los resultados de cada colonia subcultivada.
7.  Prueba de patogenicidad
  (Fenwick & Guthrie, 1969; Van Vuurde & Van den Bo-

venkamp, 1989)
7.1  Incubar semillas de un cultivar de frijol, que sea sus-

ceptible a todas las cepas de Psp (ej. ‘Helda’), en papel 
de germinación laminado, durante 3–4 días (hasta esta-
do de cuello encorvado) a 18–20 °C, en oscuridad.

7.2  Introducir un palillo o aguja estéril en un cultivo bacte-
riano en medio KB de 2–4 días (ej. placas sectorizadas).

7.3  Atravesar el cotiledón con la aguja o palillo. Para li-
berar la bacteria, girar el palillo o aguja ligeramente 

mientras se lo retira. Se recomienda reinfectar el palillo 
o aguja entre inoculaciones.

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

sitivo y el control negativo con sólo un palillo o aguja 
(PCC).

7.6  Las plántulas inoculadas son transferidas a un suelo 
húmedo en una cámara de humedad (70–80 % HR) du-
rante 4–5 días a 20–25 °C (luz/oscuridad: 12/12).

7.7  Registrar los síntomas después de 4–5 días y nueva-
mente a los 8–10 días si es necesario. Después de 4–5 
días, pero antes de que los cotiledones se deterioren, se 
deben inspeccionar las partes interiores planas de los 
cotiledones para detectar las típicas manchas ‘oleosas’ 
en el punto de inoculación (Fig. 4). Comparar con el 
control positivo (PCC).

Métodos generales
Preparación de diluciones seriadas de 1:10: Cada dilu-

ción debe ser preparada colocando 0,5 ml (±5 %) de un 
extracto de semilla bien homogeneizado o una dilución 
previa, en un frasco universal (con tapa rosca) o conte-
nedor similar que contenga 4,5 ml (±2 %) de diluyente 
estéril y mezclar en vortex, previo al siguiente paso de 
dilución. En cada paso de dilución se debe usar una 
nueva punta de pipeta estéril. Se debe verificar regu-
larmente la exactitud y precisión de las pipetas y de 
ser necesario, recalibrarlas. Es aceptable preparar dilu-
ciones 1:10 utilizando otros volúmenes, siempre que el 
laboratorio pueda demostrar que es factible alcanzar la 
exactitud y precisión requeridas.

Siembra de diluciones: Este paso debe realizarse lo más 
pronto posible después de haber preparado las dilucio-
nes y efectivamente dentro de 30 minutos. Trabajar 
desde la más alta dilución (más diluida) hasta el ex-
tracto sin diluir, colocar 0,1 ml en el centro de la super-
ficie seca de agar de la placa rotulada. El líquido debe 
distribuirse uniformemente sobre toda la superficie del 
medio con una varilla de vidrio doblada estéril. Si se 
toma la precaución de trabajar desde la dilución más 
alta (más diluida) a la más baja (o extracto sin diluir), 
se puede usar una sola punta de pipeta y una sola va-
rilla de vidrio para cada muestra. Controlar que todo 
el líquido sea 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 
seguridad microbiológica o bajo un flujo laminar.
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5.2  Untersuchung der Probenplatten auf Anwesenheit 
typischer Psp-Kolonien durch Vergleich mit den 
Positivkontrollplatten.

5.3  Nach 4–5 Tagen auf MT-Medium erscheinen Psp-
Kolonien cremeweiß, flach, rund, 4,5–5 mm im Durch-
messer (Abb. 1).

5.4  Nach 4–5 Tagen auf MSP-Medium erscheinen Psp-
Kolonien rund, gewölbt, glänzend und hellgelb mit 
einem helleren Zentrum. Das Medium um die Kolonie 
herum wird nach 3 Tagen hellgelb (Abb. 2).

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

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

6.  Nachweis (Bestätigung) und Identifizierung verdächti-
ger Psp-Kolonien

6.1  Subkultivierung verdächtiger Kolonien auf sektorier-
ten KB-Platten. Zur Vermeidung von Kreuzkontamina-
tionen der Isolate wird eine neue sektorierte Platte für 
jede Teilprobe verwendet. Die genaue Zahl der subkul-
tivierten Kolonien ist abhängig von Zahl und Variabi-
lität der verdächtigen Kolonien auf der ursprünglichen 
Platte, soweit vorhanden, sollten mindestens sechs Ko-
lonien je Teilprobe subkultiviert werden (KKP).

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

6.3  Inkubation sektorierter Platten für 2–4 Tage bei 
28 ±2 °C.

6.4  Vergleich der Wachstumsmorphologie mit der Posi-
tivkontrolle. Generell entwickelt Psp auf KB-Medium 
cremig oder weiße runde flache Kolonien (KKP)(Abb. 
3).

6.5  Bestätigung der Identität der Isolate durch einen Patho-
genitätstest an anfälligen Bohnenkeimlingen (KKP).

6.6  Bestimmung der Ergebnisse für jede subkultivierte 
Kolonie.

7.  Pathogenitätstest
  (Fenwick & Guthrie, 1969; Van Vuurde & Van den Bo-

venkamp, 1989)
7.1  Samen einer als anfällig gegenüber allen Rassen von 

Psp bekannten Bohnensorte (z. B. ‘Helda’) in Keim-
rollen für 3–4 Tage (frühes Keimstadium mit noch 
gekrümmtem Hypokotyl) bei 18–20 °C in Dunkelheit 
inkubieren.

7.2  Mit einem sterilen Zahnstocher oder einer Impfnadel 
von der Bakterienkultur einer 2–4 Tage inkubierten 
KB-Platte (z. B. sektorierte Platte) Material entnehmen.

7.3  Mit der Nadel in die Keimblätter einstechen. Nadel 
oder Zahnstocher zum Abstreifen der Bakterien an 
den Keimblättern leicht drehen. Zwischen den Inoku-
lationen mit Zahnstocher oder Nadel erneut Bakterien 
aufnehmen.

7.4  Inokulation von 2 Keimlingen je Isolat.
7.5  Inokulation von Keimlingen mit dem Isolat der Po-

sitivkontrolle und einer Negativkontrolle, bei der nur 

Verletzungen mit einer sauberen Nadel/Zahnstocher 
verursacht werden (KKP).

7.6  Inokulierte Keimlinge in angefeuchteten Boden 
pflanzen und in einer Feuchtekammer (70–80 % rF) 
für 4–5 Tage bei 20–25 °C (Licht:Dunkelheit 12:12) 
kultivieren.

7.7  Art der Symptome nach 4–5 Tagen und soweit nötig 
nochmals nach 8–10 Tagen erfassen. Nach 4–5 Tagen, 
aber noch vor der Keimblattrückbildung, die flache 
innere Seite der Keimblätter auf typische „speckige“ 
Flecken an den Inokulationspunkten (Abb. 4) untersu-
chen. Vergleich mit der Positivkontrolle (KKP).

Allgemeine Methoden
Herstellung von Zehnfach-Verdünnungsreihen:  Jede 

Verdünnung sollte durch Pipettieren von 0,5 ml (±5 %) 
aus einem gut gemischten Samenextrakt oder voraus-
gegangener Verdünnung in eine Flasche (Schraub-
verschluss) oder ähnliches Behältnis, welches 4,5 ml 
(±2 %) sterile Verdünnungslösung enthält, hergestellt 
werden. Ein gründliches Mischen durch Vortexen ist 
vor dem nächsten Verdünnungsschritt notwendig. 
Eine neue sterile Pipettenspitze sollte für jeden Ver-
dünnungsschritt verwendet werden. Pipetten sollten 
regelmäßig auf ihre Genauigkeit und Präzision über-
prüft und wenn notwendig rekalibriert werden. Es ist 
akzeptabel, 10-fach-Verdünnungsreihen mit anderen 
Volumina herzustellen, vorausgesetzt das Labor kann 
nachweisen, dass die erforderliche Genauigkeit und 
Präzision erreicht werden.

Ausplattieren der Verdünnungen: Dies sollte zeitnah 
nach der Herstellung der Verdünnungen erfolgen, auf 
jeden Fall innerhalb von 30 min. Beginnend mit der 
höchsten (am stärksten verdünnt) Verdünnung bis hin 
zum unverdünnten Extrakt werden 0,1 ml mittig auf 
die trockene Agaroberfläche der beschrifteten Platte 
gegeben. 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.

Effectives 1er janvier 2024
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5.3  Après 4–5 jours sur MT, les colonies de Psp sont blanc 
crème, plates, circulaires, 4,5–5 mm de diamètre (Fig. 
1).

5.4  Après 4–5 jours sur MSP, les colonies de Psp sont 
globuleuses circulaires et brillantes, jaune clair avec 
un centre moins dense. Le milieu autour de la colonie 
devient jaune clair après à trois jours (Fig. 2).

5.5  La taille et la couleur des colonies peuvent varier dans 
un échantillon.

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

6.  Confirmation et identification des colonies suspectes
6.1  Repiquer les colonies suspectes sur boîtes de KB en 

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

6.2  Repiquer le témoin positif en secteurs pour 
comparaison.

6.3  Incuber les boîtes en secteurs pendant 2–4 jours à 
28 ±2 °C.

6.4  Comparer l’aspect de la croissance à celle du témoin 
positif. Sur KB Psp produit généralement des colonies 
circulaires et plates, crémeuses ou blanches (CCP)
(Fig. 3).

6.5  Confirmer l’identité des isolats par test de pouvoir pa-
thogène sur des jeunes plantes de haricot de sensibilité 
connue (CCP).

6.6  Noter les résultats pour chaque colonie repiquée.
7.  Test de pouvoir pathogène
 (Fenwick & Guthrie, 1969 ; Van Vuurde & Van den 

Bovenkamp, 1989)
7.1  Incuber les semences d’un cultivar de haricot connu 

pour être sensible à toutes les souches de Psp (p. ex. 
‘Helda’) sur papier de germination roulé pendant 3–4 
jours (stade crosse) à 18–20 °C à l’obscurité.

7.2  Plonger un cure-dents stérile ou une aiguille dans la 
culture bactérienne de 2–4 jours sur KB (p. ex. d’une 
boîte en secteurs)

7.3  Percer le cotylédon avec l’aiguille (Fig. 4). Tourner 
le cure-dents ou l’aiguille légèrement tout en le reti-
rant pour libérer les bactéries. La ré-infestation du 
cure-dents ou de l’aiguille entre les inoculations est 
recommandée.

7.4  Inoculer 2 jeunes plantes par isolat.
7.5  Inoculer les jeunes plantes avec le témoin positif et réa-

liser un témoin négatif avec seulement un cure-dents 
ou une aiguille (CCP).

7.6  Les jeunes plantes inoculées sont repiquées dans du 
terreau humide et placées dans une chambre humide 
(70–80 % HR) pendant jours à 20–25 °C (lumière/obs-
curité : 12/12).

7.7  Noter les symptômes après 4–5 jours et ensuite à 8–10 
jours si besoin. Après 4–5 jours mais avant la dété-
rioration des cotylédons, les côtés intérieurs aplaties 
des cotylédons sont examinés pour les taches « grais-
seuses » typiques au point d’inoculation (Fig. 5). Com-
parer avec le témoin positif (CCP).

Méthodes générales
Préparation de dilutions de dix en série: Chaque dilu-

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

Étalement des dilutions: Ceci devrait être fait aussitôt 
que possible après que des dilutions aient été prépa-
rées, et au maximum dans un délai de 30 min. Tra-
vailler de la dilution (la plus diluée) la plus élevée, à 
l’extrait non dilué ; 0,1 ml est placé à la pipette sur 
le centre de la surface-sèche, d’une boîte d’agar mar-
quée. Le liquide devrait alors être étalé sur la totalité 
de la surface du milieu avec un râteau. Si on prend soin 
de travailler de la plus haute à la plus basse dilution 
(ou à l’extrait non dilué) il est possible d’utiliser un 
seul embout de pipette et un seul râteau pour chaque 
échantillon. S’assurer que tout le liquide soit absorbé 
par l’agar avant de retourner et d’incuber les boîtes. 
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5.  Examination of the plates
5.1  Examine sterility check and recovery of positive 

controls on semi-selective medium (CCP).
5.2  Examine the sample plates for the presence of typical 

Psp colonies by comparison with the positive control 
plates.

5.3  After 4–5 d on MT, Psp colonies are creamy white, 
flat, circular, 4.5–5 mm in diameter (Fig. 1).

5.4  After 4–5 d on MSP, Psp colonies are circular, raised 
globose, glistening and light yellow with a less dense 
centre. The medium around the colony turns light 
yellow after 3 d (Fig. 2).

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

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

6.  Confirmation and identification of suspect colonies
6.1  Subculture suspect colonies to sectored plates of KB. 

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

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

6.3  Incubate sectored plates for 2–4 d at 28 ±2 °C).
6.4  Compare appearance of growth with positive control. 

On KB in general, Psp develops creamy or white 
circular and flat colonies (CCP)(Fig. 3).

6.5  Confirm the identity of isolates by pathogenicity on 
bean seedlings of known susceptibility (CCP).

6.6  Record results for each colony subcultured.
7.  Pathogenicity assay
 (Fenwick & Guthrie, 1969; Van Vuurde & Van den 

Bovenkamp, 1989)
7.1  Incubate seeds of a bean cultivar known to be 

susceptible to all races of Psp (e.g. ‘Helda’) in rolled 
germination paper for 3–4 d (crook-neck stage) at 
18–20 °C in darkness.

7.2  Dip a sterile toothpick or needle in the bacterial 
culture on a 2–4 d KB culture (e.g. sectored plate).

7.3  Stab the needle through the cotyledon. Turn the 
toothpick or needle slightly while withdrawing to 
release bacteria. Re-infecting the toothpick or needle 
between inoculations is recommended.

7.4  Inoculate 2 seedlings per isolate.

7.5  Inoculate seedlings with the positive control isolate 
and a negative control with only a toothpick or needle 
(CCP).

7.6  Inoculated seedlings are transferred to damp soil in 
a humidity chamber (70–80 % RH) for 4–5 d at 20–
25 °C (light:dark 12:12).

7.7  Record symptoms after 4–5 d and again at 8–10 d 
if necessary. After 4–5 d but before deterioration of 
the cotyledons, the flat inner sides of the cotyledons 
are inspected for typical ‘greasy’ spots at the point of 
inoculation (Fig. 4). Compare with positive control 
(CCP).

General methods
Preparation of tenfold dilution series: Each dilution 

should be prepared by pipetting 0.5 ml (±5 %) from 
a well-mixed seed extract or previous dilution into a 
universal bottle (screw-capped) or similar container 
containing 4.5 ml (±2 %) of sterile diluent and then 
vortexing to mix prior to the next dilution step. A new 
sterile pipette tip should be used for each dilution step. 
Pipettes should be checked regularly for accuracy and 
precision and recalibrated as necessary. It is acceptable 
to prepare tenfold 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 airflow 
in a microbiological safety cabinet or laminar-flow 
hood.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-023Editorial changes to harmonise description of recording colony-forming units (cfu).
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Figura 1. Colonias de Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola en placas con medio MSP después de 
4 días, son circulares, elevadamente globosas, brillantes y 
amarillo claro y ,el medio se torna amarillo claro alrededor 
de la colonia.

Figura 2. Colonias de Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola en placas con medio MT, después de 4 días, 
son de color blanco crema, planas, circulares y 4,5–5 mm 
de diámetro.

Figura 3. Aislamientos de Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola en placa sectorizada de medio KB mostrando 
colonias de color blanco crema y planas.

Figura 4. Plántulas germinadas de frijol, mostrando el 
método de inoculación.

Figura 5a, b. Síntomas típicos de Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola en una prueba se patogenicidad; se indi-
can (flechas) las típicas manchas ‘grasosas’ en el punto de inoculación.

a b
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Abb. 1. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 
Kolonien auf MSP Platten nach 4 Tagen Kultivierung, die 
Kolonien sind rund, gewölbt, glänzend und hellgelb im 
Erscheinen, das Medium um die Kolonien herum verfärbt 
sich hellgelb

Abb. 2. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola Koloni-
en auf MT Platten nach 4 Tagen Kultivierung, die Kolonien 
sind creme-weiß, flach, rund und haben einen Durchmes-
ser von 4,5–5cm

Abb. 3. Isolierung von Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola durch Sektorierung. Auf KB-Medium zeigen 
sich weiße, cremige und flache Kolonien.

Abb. 5a, b. Typische Symptome einer Infektion mit Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola im Pathogenitätstest. Die 
Pfeile weisen auf einen typischen „Fettfleck“ (Pfeile) an der Inokulationsstelle.

Abb. 4. Gekeimte Bohnen. Die Inokulationsmethode.

a b
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Figure 1. Les colonies de Pseudomonas savastanoi 
pv. phaseolicola sur boîtes de MSP après 4 jours sont 
circulaires, brillantes, globuleuses et jaune pâle. Le milieu 
autour des colonies devient jaune clair. 

Figure 2. Les colonies de Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola sur boîtes de MT après 4 jours sont blanc 
crème, plates, circulaires et mesurent 4,5–5 mm de 
diamètre.

Figure 3. Isolement de Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola en secteurs sur milieu de KB montrant des 
colonies crèmes et plates.

Figure 4. Semence de haricot germée. Méthode 
d’inoculation. 

Figure 5a, b. Symptômes typiques de Pseudo    mo    nas savastanoi pv. phaseolicola en test de pouvoir pathogène : tâche 
graisseuse (flèches) au point d’inoculation.

a b
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Figure 1. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola colo-
nies on MSP plates after 4 d are circular, raised globose, 
glistening and light yellow, and the medium around the 
colony turns light yellow.

Figure 2. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola colo-
nies on MT plates after 4 d are creamy white, flat, circular 
and 4.5–5 mm in diameter.

Figure 3. Isolation of Pseudomonas savastanoi pv. 
phaseolicola by sectoring on KB medium showing white, 
creamy and flat colonies.

Figure 4. Germinated bean seedlings. The method of 
inoculation. 

Figure 5a, b. Typical Pseudo    mo    nas savastanoi pv. phaseolicola symptoms in a pathogenicity test, indicated as a typical 
‘greasy’ spot (arrows) at the point of inoculation.

a b
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Registro de las placas con las diluciones: Registrar los 
resultados de todas las placas con las diluciones. La 
estimación más precisa del número de bacterias se 
debe obtener de las placas sembradas con un N° total 
de colonias de 30 a 300. Sin embargo, esto puede ser 
más complicado dependiendo del número relativo de 
patógenos sospechosos y otras colonias. Con el objeti-
vo de minimizar el esfuerzo, empezar el registro desde 
la dilución mayor (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 am-
pliamente las 300, tiene muy poco valor tratar de hacer 
un conteo preciso si ya se ha obtenido un conteo más 
confiable de placas más diluidas. En este caso, es su-
ficiente con registrar el número de colonias como ‘m’ 
(muchas) si todavía están separadas, o ‘c’ (confluentes) 
si se han juntado.

Placas sectorizadas: Usando un rotulador de laboratorio 
dibujar líneas en la base de la placa de 90 mm. (placa 
de Petri) y dividirla en 6 sectores iguales. Subcultivar 
individualmente colonias de las placas con las dilucio-
nes y hacer sólo una línea en zigzag dentro de un solo 
sector de la placa. Tener cuidado de dejar suficiente es-
pacio entre cada aislamiento para asegurar que durante 
el crecimiento no se produzca coalescencia entre las 
colonias. De este modo, se pueden subcultivar seis co-
lonias sospechosas en cada placa sectorizada. Se deben 
usar placas individuales para cada muestra/sub-mues-
tra. Si la pureza de los aislamientos subcultivados es 
dudosa, éstos se deben sembrar en placas completas 
para obtener colonias aisladas.

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

  El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas. 

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

  En el caso de un resultado positivo, el informe debe 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 resultado de la 
verificación de calibración de las pipetas.

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

Puntos críticos de control (PCC)

•  Las placas preparadas con las diluciones del (de los) 
aislamiento(s) del control positivo o material de re-
ferencia, deben contener colonias individuales con la 
morfología típica (Paso 5.1).

•  El número de colonias en las placas preparadas con las 
diluciones del (de los) aislamiento(s) del control posi-
tivo o material de referencia, debe ser similar en ambos 
medios (Paso 5.1).

•  El número de bacterias en las placas con las diluciones 
debe ser consistente con la dilución (es decir, debe dis-
minuir aproximadamente diez veces con cada dilución) 
(Paso 5.1).

•  No debe haber crecimiento en las placas de dilución 
preparadas para la verificación de esterilidad (Paso 
5.1).

•  Debido a la posibilidad de presencia conjunta, en 
los lotes de semillas, de aislamientos no patogénicos 
con aislamientos patogénicos, es esencial subcultivar 
(Paso 6.1) en caso de presencia de colonias sospecho-
sas en un número al menos igual al mínimo especifica-
do (seis por sub-muestra). Comparar la apariencia del 
crecimiento de los aislamientos subcultivados con los 
controles positivos (Paso 6.4) y probar la patogenici-
dad de todos los aislamientos subcultivados similares a 
Pseudomonas (Paso 6.5).

•  Se deben incluir aislamientos del control positivo en 
cada prueba de patogenicidad (Paso 7.5).

•  El aislamiento del control positivo debe presentar sín-
tomas típicos en la prueba de patogenicidad (Paso 7.7).

•  Las unidades de actividad por gramo de algunos anti-
bióticos puede variar entre lotes. Podría ser necesario 
ajustar el peso o el volumen a agregar para garantizar 
que el número final de unidades por litro de medio sea 
consistente (medio MT y MSP).
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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. Evtl. wird dies aber erschwert 
durch den relativen Anteil von Kolonien des verdächti-
gen Krankheitserregers und anderer. Um den Aufwand 
überschaubar zu halten, sollte die Auswertung mit der 
höchsten Verdünnung (am stärksten verdünnt) begon-
nen werden und die Zahl verdächtiger Psp und anderer 
Kolonien bestimmt werden. Wenn die Gesamtkoloni-
enzahl der Platte 300 weit überschreitet, ist eine ge-
naue Auszählung kaum möglich. Eine zuverlässigere 
Zählung sollte dann an Platten mit einer höheren Ver-
dünnungsstufe erfolgen. Für dicht bewachsene Platten 
ist es ausreichend, die Kolonienzahl mit ‚v’ (viele), so-
fern Einzelkolonien vorliegen zu bewerten oder mit ‚z’ 
(zusammengelaufen), wenn keine Abgrenzungen der 
Kolonien voneinander möglich sind.

Sektorierte Platten: Unter Verwendung eines La-
bor-Stiftes wird die Unterseite einer 90 mm Stan-
dard-Petrischale in sechs gleich große Teile markiert. 
Die Subkultivierung von Einzelkolonien der Verdün-
nungsplatten erfolgt durch Ausstreichen einer Zick-
zack-Linie in einem Sektor der Platte. Es ist darauf 
zu achten, dass ausreichend Platz zwischen den Isola-
ten vorhanden ist, um sicherzustellen, dass bei einem 
Wachstum der Bakterien die Kolonien nicht zwischen 
den Isolaten ineinander wachsen. Separate Platten soll-
ten für jede Probe/Teilprobe verwendet werden. Wenn 
die Reinheit subkultivierter Isolate zweifelhaft ist, 
sollten sie zusätzlich auf jeweils einer eigenen ganzen 
Platte ausgestrichen werden.

Berichterstattung der Ergebnisse: Der Ergebnisbericht 
einer Prüfung der Saatgutgesundheit sollte den wissen-
schaftlichen Name des Krankheitserregers und die ver-
wendete Methode enthalten. Bei Berichterstattung auf 
einem ISTA-Bericht sind die Ergebnisse unter „Weite-
re 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.

Qualitätssicherung
Aufzeichnungen über Pipettenkalibierungen (Datum und 
Ergebnisse) sollten erstellt werden.

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

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

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

•  Die Zahl der Kolonien der Verdünnungsplatte basie-
rend auf der Positivkontrolle oder dem Referenzmate-
rial sollte auf beiden Medien gleich sein (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 5.1).

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

•  Da in Saatgutchargen neben pathogenen Isolaten auch 
nicht-pathogene auftreten, ist eine Subkultivierung 
notwendig (Schritt 6.1). Bei Vorhandensein sollte 
wenigstens die minimale Zahl verdächtiger Kolonien 
bestimmt werden (sechs je Teilprobe). Die Wachs-
tumsmorphologie der subkultivierten Isolate ist mit der 
Positivkontrolle zu vergleichen (Schritt 6.4) und alle 
Pseudomonas-ähnlichen subkultivierten Isolate sind 
auf Pathogenität zu untersuchen (Schritt 6.5).

•  Die Positivkontrolle muss in jedem Pathogenitätstest 
mitgeführt werden (Schritt 7.5).

•  Die Positivkontrolle muss typische Symptome im Pa-
thogenitätstest aufweisen (Schritt 7.7).

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

Effectives 1er janvier 2024
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Au besoin, laisser les boîtes sécher sous un flux d’air 
stérile sous hotte par exemple.

Notation des boîtes de dilution: Noter les résultats pour 
toutes les boîtes de dilution. L’évaluation la plus pré-
cise des dénombrements de bactérie devrait être obte-
nue à partir des boîtes étalées avec un nombre total 
compris entre 30 et 300 colonies. Cependant ceci peut 
être compliqué selon les nombres relatifs de pathogène 
suspect et d’autres colonies. Afin de réduire au mini-
mum les efforts, commencer la notation avec la dilu-
tion la plus élevée (la plus diluée) et compter le nombre 
de colonies suspectes et le nombre d’autres colonies. 
Si le nombre de colonies d’une boîte excède considé-
rablement 300 essayer de réaliser un comptage précis 
n’apportera pas d’avantage si un compte plus fiable a 
été déjà obtenu à partir d’une boîte plus diluée, dans 
ce cas il est suffisant de noter le nombre de colonies 
comme « m » (“many” = beaucoup) si elles sont encore 
séparées ou « c » (confluentes) si elles se touchent.

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

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

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

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

Points critiques de contrôle (CCP)

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

•  Le nombre de colonies des boîtes de dilution prépa-
rées à partir des témoins positifs ou de matériaux de 
référence devraient être similaires sur les deux milieux 
(étape 5.1).

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

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

•  En raison de la possibilité que des isolats non patho-
gènes soient présent dans des lots de semences avec 
des isolats pathogènes, il est essentiel de repiquer (étape 
6.1), si elles sont présentes, au moins le nombre mini-
mum de colonies suspectes indiquées (six par sous-
échantillon). Comparer l’aspect de la croissance des 
isolats repiqués à celle des témoins positifs (étape 6.4) 
et tester en pouvoir pathogène tous les isolâtes ressem-
blant à du Pseudomonas (étape 6.5).

•  Des témoins positifs devraient être inclus dans chaque 
test de pouvoir pathogène (étape 7.5).

•  Le témoin positif doit produire des symptômes ty-
piques dans le test de pouvoir pathogène (étape 7.7).

•  Les unités par gramme de quelques antibiotiques 
peuvent changer entre les lots. Il peut être nécessaire 
d’ajuster le poids ou le volume ajouté pour s’assurer 
que le nombre final d’unités par litre de milieu est 
conforme (milieux MT et MSP).
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Recording of dilution plates: Record the results for 
all dilution plates. The most accurate estimate of 
bacterial numbers should be obtained from spread 
plates with total number between 30 and 300 colonies. 
However this may be further complicated depending 
on the relative numbers of suspect pathogen and other 
colonies. In order to minimise effort, start recording 
with the highest dilution (most dilute) and count the 
number of suspect and the number of other colonies. 
If the total number of colonies on a plate greatly 
exceeds 300 there is little value in trying to make a 
precise count if a more reliable count has already been 
obtained from a more dilute plate, in which case it 
is sufficient to record the number of colonies as ‘m’ 
(many) if they are still separate or ‘c’ (confluent) if 
they have run together.

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

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

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

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

Critical control points (CCP)

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

•  The numbers of colonies on dilution plates prepared 
from the positive control isolate(s) or reference 
material should be similar on both media (Step 5.1).

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

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

•  Due to the potential for non-pathogenic isolates to be 
present in 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). Compare the appearance of 
growth of subcultured isolates with that of positive 
controls (Step 6.4). and test all Pseudomonas-like 
subcultured isolates for pathogenicity (Step 6.5).

•  Positive control isolates should be included in every 
pathogenicity test (Step 7.5).

•  The positive control isolate should give typical 
symptoms in pathogenicity test (Step 7.7).

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

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-023Editorial changes to harmonise description of recording colony-forming units (cfu).
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Medios y soluciones
Solución salina estéril

(Van Vuurde et al., 1989)

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

Preparación

1. Pesar los ingredientes en un recipiente adecuado.
2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Disolver y verter en el recipiente final.
4. Autoclavar a 121 °C y 15 psi por 15 min.
5. Para la extracción de semillas, agregar 0,2 ml de 

Tween™ 20 estéril por litro después de esterilizar por 
autoclave.

Almacenaje

Siempre que los contenedores estén herméticamente ce-
rrados, la solución salina estéril puede ser almacenado por 
varios meses antes de usar.

Medio modificado de sucrosa peptona 
(MSP)

(Mohan y Schaad, 1987)

Sacarosa: 20,0 g
Proteosa peptona No 3: 5,0 g
K2HPO4: 0,5 g
MgSO4 · 7H2O: 0,25 g
Agar: 20,0 g
Agua destilada/desionizada: 1000 ml
Cicloheximida a: 200,0 mg
Cefalexina b: 80,0 mg
Vancomicina c: 10,0 mg
Azul de bromotimol (15 mg/ml etanol 95 %) d: 15,0 mg

a–d  Agregar después de esterilizar con autoclave. Cantida-
des de antibióticos sólo como guía (PCC).

a  Disolver 2 g de cicloheximida en 10 ml de etanol 
70 %. Agregar 1 ml/l.

b  Disolver 800 mg de cefalexina en 10 ml de etanol 
70 %. Agregar 1 ml/l.

c  Disolver 100 mg de vancomicina en 10 ml de etanol 
70 %. Agregar 1 ml/l.

d  Disolver 150 mg de azul de bromotimol en 10 ml de 
etanol 95 %. Agregar 1 ml/l.

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

Nota: Nistatina se puede usar como alternativa a ci-
cloheximida para controlar el desarrollo de hongos. Disol-
ver 400 mg de Nistatina en 10 ml de etanol 70 %, agregar 
1 ml al medio enfriado.

Preparación

1. Pesar todos los ingredientes excepto los antibióticos y 
el azul de bromotimol, en un contenedor adecuado.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Calentar para disolver.
4. Autoclavar a 121 °C y 15 psi por 15 min.
5. Preparar las soluciones de antibióticos y azul de 

bromotimol.
6. Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C antes 

de agregar las soluciones de antibióticos y el azul de 
bromotimol.

7. Mezclar gentilmente el medio fundido para evitar 
burbujas de aire y verter en placas (22 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, de manera invertida en 
bolsas de polietileno a 4–8 °C y usar dentro de las 4 sema-
nas desde la preparación para asegurar la actividad de los 
antibióticos.

Medio Milk Tween™

(adaptado de Goszczynska & Serfontein, 1998)

Sección A
Proteosa peptona No 3: 10,0 g/l
CaCl2: 0,25 g/l
Tyrosina: 0,5 g/l
Agar: 15,0 g/l
Agua destilada/desionizada: 500 ml

Sección B
Leche en polvo descremada (Oxoid, Sigma; PCC): 

10,0 g/l
Agua destilada /desionizada: 500 ml

Sección C
Tween™ 80: 10,0 ml
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Medien und Lösungen
Sterile Salzlösung

(van Vuurde et al., 1989)

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

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes 
Gefäß.

2.  Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

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

4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.
5.  Für die Samenextraktion: 0,2 ml steriles Tween™ 20 je 

Liter nach dem Autoklavieren zugegeben.

Lagerung

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

MSP‑Medium

(Mohan & Schaad, 1987)

Saccharose: 20,0 g
Proteose Pepton Nr. 3: 5,0 g
K2HPO4: 0,5 g
MgSO4 ∙ 7H2O: 0,25 g
Agar: 20,0 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml
Cycloheximid a: 200,0 mg
Cephalexin b: 80,0 mg
Vancomycin c: 10,0 mg
Bromthymolblau (15 mg/ml 95 % Ethanol) d:  15,0 mg

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

a  2 g Cycloheximid in 10 ml 70-prozentigen Ethanol 
lösen. Zugabe von 1 ml je Liter Medium

b  800 mg Cephalexin in 10 ml 70-prozentigen Ethanol 
lösen. Zugabe von 1 ml je Liter Medium

c  100 mg Vancomycin in 10 ml 70-prozentigen Ethanol 
lösen. Zugabe von 1 ml je Liter Medium

d  150 mg Bromothymolblau in 10 ml 95-prozentigen 
Ethanol lösen. Zugabe von 1 ml je Liter Medium

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

Anmerkung: Nystatin kann als Alternative für Cyclohe-
ximid zur Unterdrückung des Pilzwachstums verwendet 
werden. 400 mg Nystatin in 10 ml 70-prozentigen Ethanol 
lösen. Zugabe von 1 ml je Liter Medium.

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten außer Antibiotika und 
Bromthymolblau in ein geeignetes Gefäß.

2.  Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.  Erhitzen zum Lösen.
4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.
5.  Herstellung der Antibiotika- und Bromthymolblau- 

lösungen.
6.  Vor Zugabe von Antibiotika und Bromthymolblau das 

Medium auf 50 °C abkühlen lassen.
7.  Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums 

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

8.  Vor der weiteren Verwendung Trocknen der Platten in 
einer Sterilarbeitsbank oder ähnlichem.

Lagerung

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

MT‑Medium

(verändert nach Goszczynska & Serfontein, 1998)

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

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

Abschnitt C
Tween™ 80: 10,0 ml

7-023-8 Effectives 1er janvier 2024
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Milieux et solutions
Solution saline stérile

(van Vuurde et al., 1989)

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

Préparation

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

Tween™ 20 stérile par litre après la stérilisation à 
l’autoclave.

Stockage

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

Milieu MSP

(Mohan & Schaad, 1987)

Sucrose : 20,0 g
Protéose-peptone no 3 : 5,0 g
K2HPO4 : 0,5 g
MgSO4 · 7H2O : 0,25 g
Agar : 20,0 g
Eau distillée/désionisée : 1000 ml
Cycloheximide a : 200,0 mg
Cephalexine b : 80,0 mg
Vancomycine c : 10,0 mg
Bleu de bromothymol (15 mg par ml 95 % EtOH) d :
 15,0 mg

a–d Ajouté après stérilisation à l’autoclave. Quantités à 
titre indicatif seulement (CCP).
a Dissoudre 2 g de cycloheximide dans 10 ml d’éthanol 

à 70 %. En ajouter 1 ml/l.
b Dissoudre 800 mg de cephalexine dans 10 ml d’étha-

nol à 70 %. En ajouter 1 ml/l.
c Dissoudre 100 mg de vancomycine dans 10 ml d’étha-

nol à 70 %. En ajouter 1 ml/l.
d Dissoudre 150 mg de bleu de bromothymol dans 

10 ml d’éthanol à 95 %. En ajouter 1 ml/l. 

Stériliser par filtration quand les antibiotiques sont dissous 
dans l’eau plutôt que dans l’éthanol à 70 %.

Remarque : la nystatine peut être employée comme al-
ternative pour la cycloheximide pour inhiber la flore fon-
gique. Dissoudre 400 mg de nystatine dans 10 ml d’étha-
nol à 70 % ; en ajouter 1 ml au milieu refroidi.

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients excepté des antibiotiques et 
le bleu de bromothymol dans un récipient approprié.

2.  Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.  Chauffer pour dissoudre.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 p.s.i. pendant 15 min.
5.  Préparer les solutions de bleu de bromothymol et 

d’antibiotique.
6.  Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C avant 

d’ajouter des solutions de bleu de bromothymol et 
d’antibiotique.

7.  Mélanger le milieu doucement pour éviter les bulles 
d’air et remplir les boîtes (22 ml par boîte de 90 mm).

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

Stockage

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

Milieu MT (Milk Tween™)

(Adapté de Goszczynska & Serfontein, 1998)

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

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

Section C
Tween™ 80 : 10,0 ml
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Media and solutions
Sterile saline

(van Vuurde et al., 1989)

Sodium chloride (NaCl): 8.5 g/l
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 and 15 p.s.i. for 15 min.
5.  For extraction of seeds, add 0.2 ml of sterile 

Tween™ 20 per litre after autoclaving.

Storage

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

Modified sucrose peptone medium

(Mohan & Schaad, 1987)

Sucrose: 20.0 g
Proteose peptone No. 3: 5.0 g
K2HPO4: 0.5 g
MgSO4 · 7H2O: 0.25 g
Agar: 20.0 g
Distilled/deionised water: 1000 ml
Cycloheximide a: 200.0 mg
Cephalexin b: 80.0 mg
Vancomycin c: 10.0 mg
Bromothymol blue (15 mg/ml 95 % ethanol) d: 15.0 mg

a–d  Added after autoclaving. Antibiotic amounts for 
guidance only (CCP).

a  Dissolve 2 gcycloheximide in 10 ml 70 % ethanol. 
Add 1 ml/l.

b  Dissolve 800 mg cephalexin in 10 ml 70 % ethanol. 
Add 1 ml/l.

c  Dissolve 100 mg vancomycin in 10 ml 70 % ethanol. 
Add 1 ml/l.

d  Dissolve 150 mg bromothymol blue in 10 ml 95 % 
ethanol. Add 1 ml/l.

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

Note: Nystatin can be used as an alternative for 
cycloheximide to control fungi. Dissolve 400 mg nystatin 
in 10 ml 70 % ethanol; add 1 ml to cool medium.

Preparation

1.  Weigh out all ingredients except antibiotics and 
bromothymol blue into a suitable container.

2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Steam to dissolve.
4.  Autoclave at 121 °C and 15 p.s.i. for 15 min.
5.  Prepare antibiotic and bromothymol blue solutions.
6.  Allow medium to cool to approximately 50 °C 

before adding antibiotic and bromothymol blue 
solutions.

7.  Mix the molten medium gently to avoid air bubbles 
and pour plates (22 ml per 90 mm plate).

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

Storage

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

Milk Tween™ medium

(adapted from Goszczynska & Serfontein, 1998)

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

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

Section C
Tween™ 80: 10.0 ml
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Sección D
Nistatina a: 40 mg (1 ml)
Cefalexina b: 80 mg (1 ml)
Vancomicina c: 10 mg (1 ml)

a–c  Agregar después de autoclavar. Las cantidades de anti-
bióticos se indican como guía solamente (PCC).

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

70 %.
c  Disolver 100 mg de vancomicina en 10 ml de etanol 

70 %.

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

Preparación

1. Pesar todos los reactivos de la sección A en un conte-
nedor adecuado.

2. Agregar 500 ml de agua destilada/desionizada.
3. Disolver los reactivos.
4. En un contenedor separado, disolver la leche en polvo 

en 500 ml de agua destilada/desionizada.
5. Separadamente preparar 10 ml Tween™ 80.
6. Esterilizar separadamente las preparaciones de la sec-

ción A, la solución de leche descremada (sección B) y 
Tween™ 80 (sección C) a 121 °C y 15 psi por 15 min.

7. Después de la esterilización de todos los componen-
tes, agregar asépticamente la preparación ya esterili-
zada de leche descremada en polvo y la solución de 
Tween™ 80 esterilizada, a los reactivos esterilizados 
de la sección A.

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

agregar los antibióticos.
10. Mezclar suavemente para evitar la formación de bur-

bujas de aire y verter 22 ml de la mezcla en cada placa 
de 90 mm.

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

Medio King’s B (KB)

(King et al., 1954)

Proteosa peptona N° 3: 20,0 g/l
K2HPO4: 1,5 g/l
MgSO4 · 7H2O: 1,5 g/l
Glicerol: 15,0 ml
Agar: 15,0 g/l
Agua destilada/desionizada: 1000 ml

Preparación

1. Pesar todos los reactivos en un contenedor de tamaño 
apropiado (ej. para 250 ml de medio en un matraz 
o frasco de 500 ml) para permitir revolver el medio 
justo antes de verter en las placas.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Calentar para disolver.
4. Autoclavar a 121 °C y 15 psi por 15 min.
5. Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C.
6. Verter en placas (22 ml por placa de 90 mm).
7. Dejar secar las placas bajo campana de flujo laminar o 

similar antes de usar.

Almacenaje

Almacenar las placas preparadas de manera invertida en 
bolsas de polietileno a 4–8 °C. Las placas preparadas se 
pueden almacenar por varios meses siempre que no se 
deshidraten.

Gültig ab 1. Januar 2024
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Abschnitt D
Nystatin a: 40,0 mg (1 ml)
Cephalexin b: 80 mg (1 ml)
Vancomycin c: 10 mg (1 ml)

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

a  400 mg Nystatin in 10 ml 70-prozentigen Ethanol 
lösen.

b  800 mg Cephalexin in 10 ml 70-prozentigen Ethanol 
lösen

c  100 mg Vancomycin in 10 ml 70-prozentigen Ethanol 
lösen.

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

Herstellung

1.  Alle Komponenten aus Abschnitt A in ein geeignetes 
Gefäß einwiegen.

2.  Zugabe von 500 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

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

destilliertem/deionisiertem Wasser lösen.
5. 10 ml Tween™ 80 separat herstellen.
6.  Komponenten aus Abschnitt A, Milchpulverlösung 

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

7.  Nach dem Sterilisieren aller Komponenten, steriles 
Überführen von steriler Milchpulverlösung und steri-
lem Tween™ 80 in die sterile Lösung von Abschnitt A.

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

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

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

11.  Platten in Sterilarbeitsbank o. ä. vor der weiteren 
Verwendung trocknen.

King’s B (KB)‑Medium

(King et al., 1954)

Proteose-Pepton Nr. 3: 20,0 g
K2HPO4: 1,5 g
MgSO4 ∙ 7H2O: 1,5 g
Glycerin: 15,0 ml
Agar: 15,0 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml

Herstellung

1.  Alle Komponenten in ein geeignetes ausreichend 
großes Gefäß (z. B. 250 ml Medium in einer 500 ml 
Flasche oder Kolben) einwiegen, um ein Rühren des 
Mediums vor dem Gießen zu ermöglichen.

2.  Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.  Erhitzen zum Lösen.
4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.
5.  Das Medium auf 50 °C abkühlen lassen.
6.  Gießen der Platten (22 ml je 90 mm Petrischale).
7.  Trocknen der Platten in Sterilarbeitsbank o. ä. vor der 

weiteren Verwendung.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 4–8 °C gelagert werden. Solange die 
Platten nicht austrocknen, ist eine Lagerung für mehrere 
Monate möglich.
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Section D
Nystatine a : 40 mg (1 ml)
Cephalexine b : 80 mg (1 ml)
Vancomycine c : 10 mg (1 ml)

a–c  Ajouter après stérilisation à l’autoclave. Quantités à 
titre indicatif seulement (CCP).

a  Dissoudre 400 mg de nystatine dans 10 ml d’éthanol à 
70 %.

b  Dissoudre 800 mg de cephalexine dans 10 ml d’étha-
nol à 70 %.

c  Dissoudre 100 mg de vancomycine dans 10 ml d’étha-
nol à 70 %.

Stériliser par filtration lorsque les antibiotiques sont dis-
sous dans l’eau plutôt que dans l’éthanol à 70 %.

Préparation

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

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

poudre dans 500 ml d’eau distillée.
5.  Préparer séparément 10 ml de Tween™ 80.
6.  Stériliser les préparations de la section A, de la solution 

de lait écrémé (section B) et du Tween™ 80 (section C) 
séparément à 121 °C et à 15 p.s.i. pendant 15 min.

7.  Après la stérilisation de tous les composants, ajouter 
aseptiquement la préparation stérilisée de lait écrémé 
et de Tween™ 80 stérilisé aux ingrédients stérilisés de 
la section A.

8.  Préparer les solutions antibiotiques (section D).
9.  Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C et ajouter les 

antibiotiques.
10.  Mélanger doucement pour éviter des bulles d’air, et 

verser 22 ml de milieu sur chaque boîte de 90 mm.
11.  Laisser les boîtes sécher sous hotte ou un équipement 

similaire avant emploi.

Milieu King’s B (KB)

(King et al., 1954)

Proteose peptone no 3 : 20,0 g/l
K2HPO4 : 1,5 g/l
MgSO4 · 7H2O : 1,5 g/l
Glycerol : 15,0 ml
Agar : 15,0 g/l
Eau distillée/désionisée : 1000 ml

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients dans un récipient surdimen-
sionné approprié (c.-à-d. 250 ml de milieu dans une 
bouteille ou le ballon de 500 ml) pour permettre l’agi-
tation du milieu juste avant de la verser.

2.  Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.  Chauffer pour dissoudre.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 p.s.i. pendant 15 min.
5.  Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C.
6.  Remplir les boîtes (22 ml par boîte de 90 mm).
7.  Laisser les boîtes sécher sous hotte ou un équipement 

similaire avant emploi.

Stockage

Stocker les boîtes préparées retournées dans des sacs de 
polythène à 4–8 °C. Les boîtes coulées peuvent être stoc-
kées pendant plusieurs mois si elles ne se dessèchent pas.

7-023-9

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

Effective 1 January 2024

7‑
02

3:
 P

se
ud

om
on

as
 s

av
as

ta
no

i p
v.

 p
ha

se
ol

ic
ol

a 
in

 P
ha

se
ol

us
 v

ul
ga

ris
 (b

ea
n)

Section D
Nystatin a: 40 mg (1 ml)
Cephalexin b: 80 mg (1 ml)
Vancomycin c: 10 mg (1 ml)

a–c  Added after autoclaving. Antibiotic amounts for 
guidance only (CCP).

a  Dissolve 400 mg nystatin in 10 ml 70 % ethanol.
b  Dissolve 800 mg cephalexin in 10 ml 70 % ethanol.
c  Dissolve 100 mg vancomycin in 10 ml 70 % ethanol.

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

Preparation

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

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

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

solution (section B) and Tween™ 80 (section C) 
separately at 121 °C and 15 p.s.i. for 15 min.

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

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

add antibiotics.
10.  Mix gently to avoid air bubbles, and pour 22 ml of 

mixture onto each 90 mm plate.
11.  Leave plates to dry on a laminar flow bench or 

similar before use.

King’s B (KB) medium

(King et al., 1954)

Proteose peptone No. 3: 20.0 g/l
K2HPO4: 1.5 g/l
MgSO4 • 7H2O: 1.5 g/l
Glycerol: 15.0 ml
Agar: 15.0 g/l
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 
or 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 and 15 p.s.i. for 15 min.
5.  Allow medium to cool to approximately 50 °C.
6.  Pour plates (22 ml per 90 mm plate).
7.  Leave plates to dry in a laminar flow bench or 

similar before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at 
4–8 °C. Prepared plates can be stored for several months 
provided they do not dry out.
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