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 Es una bacteria de crecimiento muy lento y que requiere medios de 
cultivos especiales

Dificultades para detectar Xylella fastidiosa

Colonias de X. fastidiosa 

tras 3 semanas de incubación

 Distribución heterogénea de la población bacteriana en la planta

 La colonización de la planta es frecuentemente asintomática en 
muchos hospedadores (infección latente)
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Protocolo EPPO de Diagnóstico de  Xylella fastidiosa
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 Seleccionar hojas sintomáticas. Si no hay síntomas, las hojas
deberían ser representativas de toda la muestra
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Preparación de la muestra en el laboratorio

 Los vectores adultos deberían capturarse preferentemente con mangas
entomológicas o aspiradores

 El muestreo se debe realizar principalmente desde el final de la primavera
hasta el principio del otoño

 Si los insectos no se pueden procesar de modo inmediato, se deben
almacenar en etanol 95–99% o a -20 ó -80ºC

 Eliminar el solvente (etanol/acetona) y transferir los insectos durante unos
minutos a papel de filtro
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para considerar una muestra como ‘muestra en la que se ha detectado X. fastidiosa’

 Se debe intentar el aislamiento
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 No se recomienda el aislamiento como prueba de cribado

 Las muestras deben ser consideradas como ‘muestras en las que se ha
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 Son adecuadas tanto las pruebas
serológicas como las moleculares

Material vegetal asintomático

 En área no infectada: pruebas
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Técnicas moleculares

 Requieren extracción de ADN

Técnicas serológicas
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Extracción basada en CTAB Estuches comerciales

DNeasy Plant 

Mini Kit 

(Qiagen)

DNeasy

MericonTM Food 

Standard

(Qiagen)

QuickPickTM SML 

Plant DNA Kit 

(Bio-Nobile)
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CONTROL POSITIVO DE AMPLIFICACIÓN (PAC)

 Para controlar la eficiencia de la amplifiación

 ADN de X. fastidiosa, aislado de una suspensión
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 Para controlar la contaminación durante la extracción del ácido nucleico

 Extracción de ADN y amplificación de matriz no infectada o de tampón

CONTROL NEGATIVO DE AISLAMIENTO (NIC)

 Para asegurar que el ácido nucleico está en cantidad y calidad suficientes

 Extracción de ADN y amplificación de la misma matriz vegetal que se va a nalizar
pero inoculándole el organismo diana

CONTROL POSITIVO DE AISLAMIENTO (PIC)

 Para descartar falsos positivos debidos a contaminación durante la preparación
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 Amplificación del agua que se emplea para preparar la mezcla de reacción

CONTROL NEGATIVO DE AMPLIFICACIÓN (NAC)
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Pruebas adicionales

 Microscopía electrónica

Lima et al., 1998. Plant 

Disease 82(1): 94-97

Bergsma-Vlami et al. 2017. Plant 

Pathology DOI: 10.1111/ppa.12696}
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 BCYE (Wells et al., 1981)

 PWG (modificado después de Hill & Purcell, 1995)

Detection

Aislamiento

 Las colonias se deben identificar como X. fastidiosa mediante pruebas
serológicas o moleculares

 Las colonias pueden verse después de 2–3 semanas, pero las placas deben
observarse durante 6 semanas

 Las placas se deben sellar o mantener en bolsas d plástico para evitar la
desecación durante la incubación
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Identificación y determinación de la subespecie

Identificación de los cultivos puros de X. fastidiosa

Pruebas serológicas: ELISA, IF

Pruebas moleculares: PCR convencional, PCR en tiempo real
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El MLST (multilocus sequence typing) está recomendado para la 
asignación de subespecie a los nuevas identificaciones (nuevos brotes, 
nuevos hospedadores)

Pruebas moleculares para la identificación de
X. fastidiosa y la asignación de subespecie

Identificación y determinación de la subespecie



Hay marcadores moleculares específicos de subespecie  (Pooler & 
Hartung, 1995; Hernandez-Martinez et al., 2006)

Pruebas moleculares para la identificación de
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CONCLUSIONES

 La detección de X. fastidiosa se ve dificultada por su lento crecimiento y sus

requerimientos particulares, su capacidad de producir infecciones latentes y

su distribución heterogénea en la planta.

 La EPPO recomienda diferentes técnicas serológicas y moleculares para un

cribado rápido de las muestras a analizar, y define criterios para determinar

qué pruebas utilizar según la zona en la que se apliquen.

 Las técnicas difieren en especificidad y sensibilidad, pero todas ellas permiten

detectar la bacteria, aunque su límite puede estar por encima de la población

diana.

 La Comisión Europea dispone de una base de datos de técnicas validadas para

utilizar según la zona en la que se apliquen (más restringida que las de la

EPPO).
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