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RESUMEN: La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, afecta a varios cultivos
econémicamente importantes. EI mango seguro de esta enfermedad depende del diagndstico preciso y
temprano. El objetivo del presente trabajo fue la optimizacion de méodos serolégicos para la deteccion
de R. solanacearum. Se obtuvieron anticuer pos policlonales para ser utilizados en las técnicas serolgicas.
Se determind la sensibilidad y especificidad de los méodos. El limite de deteccion fue desde 10*a 10°
UFC/mL para los extractos de plantas y tubérculos mediante € sistema ultramicroanalitico (SUMA),
DAS- ELISA, DOT-BLOT, aglutinacion con particulaslatex e inmunofluor escencia. Cuando las muestras
fueron previamente incubadas en caldo SMSA, antes de ser evaluadas, se incrementd la detectabilidad,
siendo tan baja como 10? UFC/mL. Los aislados pertenecientes a los biovares 1y 2 fueron detectados
adecuadamente por estas técnicas. No se observo la presencia de reacciones cruzadas con otros géneros
y especies de bacterias estudiadas. Los parametros analiticos para las técnicas serolégicas fueron
superiores al 90%.
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BLOT,; aglutinacion con latex; inmunofluorescencia)

OPTIMIZATION OF THE SEROLOGIC METHODS FOR THE DETECTION OF Ralstonia
solanacearum (SMI1TH) YABUUCHI

ABSTRACT: The bacterial wilt, caused by Ralstonia solanacearum, affects various economically
important crops. A successful disease management depends on the precise and early diagnogtic. The
objective of the present work was to optimize the serologic methodsto detect R. solanacearum. Antibody
polyclonal was obtained for being used in the serological techniques. The sensitivity and specificity of
methods were determined. The detection limit was from 10*to 10° CFU/mL detected in plant extracts
and tubercles by ultramicroanalytic system, ELISA, DOT-BLOT, latex agglutination and
immunofluor escence. When the sample was first incubated in SMSA broth prior testing, the senditivity
of pathogen detection used was as low as 10 CFU/mI. R. solanacearum isolates belonging to biovars 1
and 2 wer e successfully detected with this technique. No cross-reactions was obtained with other genera
and bacteria species studied. The analytical parameters to serology tests were estimated above 90%.

(Key words: bacterial wilt; Ralstonia solanacearum; ultramicroanalytic system; ELISA; DOT- BLOT; latex
agglutination; immunofluorescence)

INTRODUCCION y tiene un amplio rango de hospedantes con variacio-

nes fenotipicas y genotipicas, representando una gra-

La marchitez bacteriana es una enfermedad pro- ve amenaza para las producciones. Cuando esta
vocada por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi  pacteria se instala en un pais o region, las posibilida-

et al. Esta bacteria esta distribuida por todo el mundo des de diseminacion son mdltiples (suelo infectado,



aguas, labores culturales, etc.), ya que es un patoge-
no de suelo y persiste en él por muchos afios adn sin
el hospedante especifico (1,18). Es importante consi-
derar el origen de las semillas portadoras de las pri-
meras infecciones para aplicar las medidas
fitosanitarias (3).

Entre los aspectos mas importante en relacién con
esta enfermedad se encuentra el diagnéstico y de-
teccion del agente causal, para ello se usan técnicas
serologicas y enzimaticas (ELISA), Inmunofluores-
cencia e Inmunocaptura que detectan bajas concen-
traciones de R. solanacearum y son recomendadas
para el diagnéstico (8, 9,13). La sensibilidad de estos
métodos puede ser superior con el uso de medios
selectivos y precultivo de las muestras en los mis-
mos. Estas técnicas son utilizadas como componen-
tes importantes en los estudios epidemiologicos de
la marchitez bacteriana con un costo razonable (3,12).

En nuestro pais la enfermedad es cuarentenada
(4), pero se presentan las condiciones propicias de
humedad y temperatura para el desarrollo y
sobrevivencia de esta bacteria. Actualmente la pade-
cen todas las islas del Caribe y paises del continente
Americano, provocando grandes dafios anualmente
en la cosecha o dejando tierras sin poder ser utiliza-
das por estar contaminadas. También afecta a otros
paises con los que mantenemos relaciones econo-
micas y de intercambio de semillas. Por la amenaza
potencial que esta enfermedad representa nos pro-
pusimos como objetivo desarrollar un sistema de
diagndstico para ser utilizado en su vigilanciay pre-
vencion.

MATERIALESY METODOS

Cepas utilizadas: Las cepas de R. solanacearum
utilizadas como controles positivos proceden del La-
boratorio Central de Cuarentena de Cuba, todas per-
tenecen a la raza 1y son las siguientes: cepa 2623
biovar 1 aislada de tomate y donada por EMBRAPA.-
CENARGEN (Brasil) en forma no viable, M-4 biovar 2
aislada de papa de una interseccién, cepa 6 biovar 1
aislada de papa procedente del Ecuador. Todas estas
cepas excluyendo la 2623, se cultivaron en los medio
descritos SPA y 523 (14). A las 48 horas de creci-
miento los cultivos se concentraron por centrifugacion
a 3000 rpm y se lavaron con solucion salina. Las cé-
lulas se inactivaron con solucion de formaldehido al
0.3% toda la noche a 4°C. Posteriormente, se realiza-
ron tres lavados en solucién salina y mediante densi-
dad 6ptica a una longitud de onda de 640 nm se ajus-
t6 a una concentracion final de 1x108UFC/mL.
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Como controles negativos se utilizaron las siguien-
tes cepas del cepario del Laboratorio de
Fitobacteriologia del CENSA: Pectobacterium
carotovorum, Pectobacterium atrosepticum,
Pectobacterium chrysanthem, Ralstonia syzygii,
Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Xanthomonas albilineans,
Xanthomonas campestri pv. vasculorum.

Obtencion de anticuerpos: Se obtuvieron
anticuerpos policlonales en conejos Chinchillas con
2,5 kg de peso contra las tres cepas de R.
solanacearum en estudio, se utilizé un esquena de
inmunizacion que combind la inoculacién
intramuscular con la subcutanea. Para determinar el
titulo de anticuerpos se utilizé la técnica de
inmunodifusién doble en laminas de agarosa (13).

Optimizacion de las pruebas serolégicas: ELISA,
SUMA y DOT-BLOT

Para la optimizacion de las pruebas enzimaticas
se purificaron las IgG anti-Ralstonia solanacearum
mediante cromatografia de afinidad con una columna
de proteina A, para obtener el conjugado especifico
la IgG se marco6 con fosfatasa alcalina (SIGMA) se-
gun procedimiento descrito (11). Se determind la dilu-
cion o6ptima del conjugado evaluandose diluciones
desde 1:500 hasta 1:1500 y para el anticuerpo el ran-
go de diluciones evaluadas fueron de 1:5000 hasta
1:8000. La detectabilidad analitica se determiné me-
diante un andlisis de correlacion entre los valores obte-
nidos para el control positivo y el control negativo a dife-
rentes concentraciones (desde 10* —-10 7 UFC/mL). Para
las pruebas de ELISA y SUMA se establecio el valor
limite para el control positivo dado por dos desviaciones
estandar sobre la media del control negativo.

Se realizo la estandarizacion del DOT- BLOT indi-
recto con el uso del antisuero policlonal obtenido anti-
R. solanacearum evaluandose las diluciones desde
1: 200 hasta 1:1000 y el conjugado anti- conejo 1:500
hasta 1:1500. Para el DOT-BLOT directo se empled
el mismo conjugado especifico utilizado para el
ELISA donde se evaluaron diluciones desde 1:300
hasta 1:2000 y del antisuero 1:200 hasta 1:1000. La
positividad estuvo dada por la presencia de manchas
con coloracion desde azul a morada bien definida, la
negatividad por la no presencia de color o manchas
de color verde por los extractos de las plantas o de
color carmelita. Después de optimizado el protocolo
para ELISA yDOT-BLOT se determind la especifici-
dad analitica frente a las cepas referidas anterior-
mente como controles negativos a concentracion de
107 UFC/mL.
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Obtencion del conjugado latex globulina.

Sensibilizacion de las particulas de latex: Se
utilizaron particulas de latex de 0.78 um de didmetro
(suministradas por la casa BANGS LAB). La suspen-
sion al 30% de las particulas de latex se diluy6 al 10
% en buffer glicina-salina (GBS) pH 8.4, y se uni6 con
las diferentes diluciones de cada una de las IgG obte-
nidas anti- R. solanacearum segun esquema propues-
to (2) se adicion6 azida sédica como preservo y se
conservo a 4°C.

Se determiné la dilucién optima de las
inmunoglobulinas unidas al Iatex por evaluacion frente
a diferentes concentraciones de R. solanacearum, (10?
a 108 UFC/mL), se selecciond la mayor dilucion que
detect6 una menor concentracion de la bacteria. Se
determino la especificidad analitica frente a las mis-
mas bacterias utilizadas como controles negativos a
una concentracion de 10’ UFC/mL. Se utilizaron tam-
pon glicina y solucién salina como controles negati-
vos, asi como un conjugado latex-inmunoglobulina
acoplado con la IgG de conejo no inmunizado. Los
controles positivos se elaboraron con células de R.
solanacearum a una concentracion de 1 x 10° UFC/
mL inactivadas por calor y conteniendo azida zddica
al 0,1 % como preservo.

Control negativo: Se realizé la conjugacion de
particulas de latex con gammaglobulina procedente
de un conejo no inmunizado a la misma concentra-
cion de proteina a la cual se utilizaron las
gammaglobulinas correspondientes a los animales
inmunizados.

Inmunofluorescenciaindirecta (IFl).

La inmunofluorescencia indirecta se realizé segin
se describe (8). El anticuerpo policlonal obtenido en
el presente trabajo, fue usado como primer anticuer-
po a una diluciones de 1600, 3200y 6400. El segun-
do anticuerpo anti-conejo marcado con fluoresceina
procedente de la SIGMA fue usado en diluciones de
1:100. 1:200y 1:400, las laminas conteniendo las cé-
lulas tefiidas se observaron bajo microscopio de fluo-
rescencia (Zeiss Axioskop) con el objetivo de 100. Se
utilizaron los mismos controles positivos y negativos
referidos para las demas técnicas serologicas.

Evaluacion de las técnicas seroldgicas.

Para determinar si existia interferencia de las téc-
nica con los extractos de plantas todas ellas unavez
optimizadas se evaluaron frente a los siguientes ex-
tractos: tomate (tallo y hojas), tubérculo de papa, pi-
miento (tallo y hojas), tabaco (tallo y hojas), proce-
dentes de plantas sanas y contaminadas
artificialmente con R. solanacearum a concentracio-
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nes desde 102 hasta 10° UFC/mI. Se tomaron cinco
muestras de hojas y tallos contaminados, se pesaron
10 gramos, se maceraron en morteros estériles, se le
afadié 90 mL tampodn fosfato (PBS) manteniéndose
en agitacion durante 30 min. a temperatura de 26-
28°C, se tomo el sobrenadante y se repartio a razon
de 500 pL para realizar las diferentes pruebas
serolégicas directamente de la muestra. Para los
bioensayos serolégicos se tomaron 500 L del extracto
con el mismo volumen del caldo SMSA segun se des-
cribe (12). Se incubaron durante 48 h a 30°C con agi-
tacion constante y se realizaron las pruebas
seroldgicas ELISA-DAS, SUMA, latex e IFIl. Las mues-
tras también fueron sembradas en medio SPAy TTC
preparados segun se refiere (14) para el conteo de la
bacteria como técnica de referencia. Para los contro-
les negativos se utilizaron: Pectobacterium
chrysanthem, Ralstonia syzygii y extractos de tallos
sanos. Las muestras positivas y negativas para el
SUMA y el ELISA se determinaron mediante punto
de corte dado por (X sanos+2S) a partir de los con-
troles sanos incluidos en el ensayo. Las muestras de
extractos directos y de medio preenriquecido fueron
analizadas por duplicado, al igual que con la técnica
de aglutinacién con particulas latex anti-globulina R.
solanacearum. Una vez estandarizados los métodos
se procedio a la evaluacién de los parametros de des-
empefio se utilizaron 365 muestras de tubérculos de
papa de ellas 260 positivas corroboradas por cultivo
en medio TTC (14) y 105 negativas.

RESULTADOS

El inmunosuero obtenido a partir de la cepa 2623
frente a su antigeno homdlogo mostro titulos de
anticuerpos de 1/128 por agar gel difusion, y mantuvo
el mismo titulo frente a antigenos correspondiente a
las cepas 6 del Ecuador biovar 1y M-4 biovar 2.

En la optimizacion del ELISA, el analisis estadisti-
co mostrd diferencia significativa en las concentra-
ciones de los reactantes para (p<0.001). La concen-
tracion adecuada de IgG fue de 2 pg/mL a una dilu-
cion de 1:6000 y para el conjugado la dilucion de 1:800,
la concentracion adecuada del antigeno para el con-
trol positivo fue de 10° UFC/mL. Este sistema puede
detectar la bacteria hasta el orden de 10? a 10* UFC/
mL con el uso de medio preenriquecido y directa-
mente del extracto del tallo, respectivamente (Tabla
1). No se observo la presencia de reacciones
inespecificas con las demas especies y géneros de
bacterias usadas como controles negativos, excepto
con la especie R. syzygii, donde los valores de fluo-
rescencia para el SUMAy las densidades Opticas para
el ELISA estuvieron muy cerca al punto de corte cuan-



do no se utilizé6 medio enriquecido. Los parametros
de desempefio diagnéstico frente a extractos de tu-
bérculos de papas enfermos y sanos se muestran en
la Tabla 2.

TABLA 1. Detectabilidad analitica para las técnicas
enzimaticas evaluadas/ Analytical detection of the
enzymatic techniques evaluated

Ralstonia solanacearum
Prueba Concentracion UFC/mL
10° 10° 10* 10° 10° 10’
ELISA-DAS con medio
enriquecido + + + + + +
ELISA-DAS sin medio
enriquecido - -+ + + 4+
SUMA con medio
enriquecido + + + + + +
SUMA sin medio
enriquecido - -+ + + 4+
DOT-BLOT con medio
enriquecido + + + + + +
DOT-BLOT sin medio
enriquecido - - -+ o+ o+
DOT-BLOT.

En el DOT-BLOT indirecto la dilucién 6ptima del
antisuero de R .solanacearum fue de 1:500 y la del
conjugado anti-conejo 1:700; el nivel de deteccion
estuvo fue del orden de 10°UFC/mLcon el DOT-BLOT
directo con conjugado especifico la dilucién adecua-
da fue de 1:700 y el antisuero 1:200 para un nivel de
deteccion de 10° UFC/mL (Fig 1). Con el uso del me-
dio enriquecido y preincubacion el nivel de deteccion
bajo hasta 102 UFC/mL.

Aglutinacion con latex.

El conjugado latex globulina detecté 10° UFC/mL,
cuando los conjugados fueron enfrentados a las tres
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FIGURA 1. Resultados de |a deteccion mediante DOT-
BLOT./ Results of detection by DOT-BLOT.

Leyenda: 1 Pectobacteriumcarotovorum, 2 Pectobacterium
atrosepticum, 3 Pectobacterium chrysanthem, 4 Ralstonia
syzygii, 5 Ralstonia picketti, 6 Burkholderia cepacia,7,8,9
directo del extracto contaminado con Rasltonia
solanacearum cepas2623, M-4 biovar, cepa 6 respectiva
mente, 10,11 y 12 extracto contaminado con las mismas
cepas de Rasltonia solanacearum después de ser incubado
en medio de enriquecimiento.

cepas de R. solanacearum, evaluadas independien-
temente del biovar, no existiendo reacciones cruza-
das con las demas bacterias estudiadas como con-
troles negativos. Reconocid a las muestras de tallos
de tomate positivas contaminadas artificialmente. La
detectabilidad de la bacteria mediante
inmunofluorescencia fue del orden de 10°UFC/mL.

DISCUSION

Los antisueros mostraron titulos elevados de
anticuerpos contra R. solanacearum aspecto funda-
mental, para la sensibildad y especificidad de las téc-
nicas serolégicas (13, 16). Las pruebas optimizadas
detectaron bajas concentraciones de la bacteria en el
material contaminado104-10° UFC/mL. En cuanto al
nivel de deteccion del ELISA los valores informados

TABLA 2. Parametros diagndsticos para las pruebas serol dgicas./ Diagnostic parameters to serology tests

MUESTRAS SUMA DOT-BLOT LATEX
Positivas: 260 Vp:252  Fn: 8 Vp:250 Fn:10 Vp:245  Fn: 15
Negativas: 105 Fp: 7 Vn: 98 Vn:100 Fp: 5 Vn: 96 Fp: 9

Sensibilidad diagndstica (D-SN) 97.2% 96,1% 96.4%

Especificidad diagnostica (D-SP) 93.5% 95,2% 91,4%

Eficacia (E) 95,7 % 95,8% 93,4%

Valor predictivo positivo (VPP) 97,2 % 97.7% 96,4%

Valor predictivo negativo(VPN) 93.5 % 91.2% 87,2%

Leyenda: Vp: Verdaderos positivos, Fn: falsos negativos, Fp: Falsos positivos, Vn: Verdaderos negativos
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por otros autores fluctian en el rango de 10*-10” UFC/
mL (8, 9, 12,16). La IFI resulté menos sensible que el
ELISA, mientras el DOT-BLOT y el latex, resultaron
similares. Es de sefialar que Caruso et al. (3), al rea-
lizar una comparacion de pruebas serolégicas para el
diagndstico de esta enfermedad, encontr6 que la prue-
ba de ELISA resultd mas sensible que la IFI. La prueba
IFI presenta la desventaja de la interpretacion subijeti-
va de la morfologia de la tincion celular ademas son
frecuentes las reacciones cruzadas producidas por bac-
terias que comparten antigenos de pared, proceden-
tes del suelo o asociadas a tejidos de la planta, con
morfologia celular similar a R. solanacearum. Las prue-
bas serologicas son de gran importancia para el diag-
néstico, teniendo presente que en ocasiones el aisla-
miento del patdgeno a partir del material vegetal pue-
de fallar en estados avanzados de infeccion o por pre-
sentarse la forma de la bacteria denominada viable no
cultivable, donde a pesar de encontrarse la enferme-
dad no es posible aislar el agente. Por otra parte las
bacterias saprofitas que crecen en el tejido enfermo
pueden enmascarar o inhibir el patégeno en el medio
de aislamiento. La deteccion del estado latente de la
enfermedad también es muy importante (5, 7,14).

Mediante el uso de medio pre-enriquecido se lo-
gré aumentar la detectabilidad de los métodos a ni-
veles tan bajos como es el orden de 102 UFC/mL . En
los ultimos afios se ha trabajado en la evaluacion de
medios pre-enriquecidos e incubacion directa de las
muestras en los mismos para aumentar la eficiencia
de las técnicas, ya que permiten la multiplicacion de
R. solanacearum e inhiben las bacterias contami-
nantes aumentando la sensibilidad y especificidad del
método y quizas también diluye los inhibidores poten-
ciales de las pruebas ELISA (12). Pero a pesar de
todas estas ventajas tiene el inconveniente de que
extiende el tiempo de los resultados de 4 horas, el
cual se logra con el montaje de estas técnicas direc-
tas del extracto vegetal, hasta 48 horas cuando se
usa el enriquecimiento y que en ocasiones no todos
los laboratorios disponen de los componentes de los
medios de cultivos.

En relacion con el diagnéstico mediante aglutina-
cién con particulas latex, los resultados se obtuvieron
mucho mas rapidos que con las demas técnicas, solo
en 5 min mostrando una detectabilidad adecuada. Los
métodos de aglutinacion rapida con particulas de la-
tex tienen varias ventajas que incluyen: especificidad,
sensibilidad y simplicidad pues no requieren de equi-
pos especializados (2), aunque se sefala poca esta-
bilidad en el reactivo y una menor sensibilidad en re-
lacién a las técnicas moleculares (6). Mediante el uso
de técnicas moleculares muchos de estos problemas
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pueden ser resueltos (10, 15,17). Sin embargo en la
actualidad el diagndstico seroldgico sigue siendo una
opcidn adecuada para la deteccion de la marchitez
bacteriana (12, 14,16). Teniendo en cuenta la necesi-
dad de disponer de técnicas rapidas y sencillas. La
aglutinacion con particulas latex es una buena alter-
nativa, y puede ser utilizada por los laboratorios de
sanidad vegetal, contribuyendo asi a la vigilancia de
esta enfermedad cuarentenada para Cuba.
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