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Reakcje krzyzowe przeciwcial poliklonalnych
w tescie immunofluorescencji posredniej (IFAS)
stosowanym do wykrywania Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus

Cross-reactions of polyclonal antibodies in the immuno-fluorescence antibody
staining (IFAS) test used for detecting Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Wyizolowano zbulw ziemniaka porazonych przez bakterie Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (Cms) i wykazujacych objawy choroby 19 izolatow bakterii, ktore daty reakcje krzyzowa
w tescie IFAS z zastosowaniem przeciwcial poliklonalnych przeciwko Cms. Stwierdzono, ze komorki
bakterii siedmiu izolatow sa morfologicznie zblizone do Cms. Fakt ten wskazuje na mozliwos¢
falszywie pozytywnej oceny w badaniach rutynowych, przy zastosowaniu przeciwcial poliklonalnych.
Analiza 19 izolatow przy zastosowaniu testow biochemicznych i fizjologicznych pozwolita na
odréznienie ich od Cms. Wykonano test patogeniczno$ci zuzyciem inokulum sporzadzonego
z czystych kultur bakterii dajacych reakcje krzyzowa w tescie IFAS. Zaden z izolatéw nie wywolat
typowych dla Cms objawow chorobowych na roslinach baktazana.

Stowa kluczowe: bakterioza pierScieniowa ziemniaka, metody

Nineteen isolates of bacteria were detected in potato tubers infected with Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (Cms). Cross-reactions of the isolates with polyclonal antibodies applied in the
IFAS test were observed. Seven isolates were morphologically similar to Cms. The occurrence of cross-
reactions can lead to obtaining false positive readings in the routine tests. Biochemical and
physiological methods used to analyze the 19 cross-reacting isolates made possible to distinguish them
from Cms strains. A biological assay on eggplant with the use of inoculum containing pure bacteria
cultures was also performed. None of the cross-reacting isolates was found pathogenic to this plant.

Key words: bacterial ring rot of potato, methods
WSTEP

Bakterioza pier§cieniowa ziemniaka wywotywana przez Cms jest jedna z grozniejszych
choréb kwarantannowych ziemniaka (Solanum tuberosum L.). Ze wzgledu na systemiczny
charakter infekcji oraz mozliwo$¢ wystgpienia bezobjawowej (latentnej) postaci choroby,
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jej wykrywanie przysparza wiele trudnosci. Obecnie w badaniach rutynowych prob
ziemniakow wykonywanych przez Panstwowa Inspekcj¢ Ochrony Roslin i Nasiennictwa
wykorzystywany jest migdzy innymi test immunofluorescencji posredniej (IFAS), test
biologiczny na ro$linach baktazana oraz test oparty na reakcji hybrydyzacji in situ
polaczonej z fluorescencjg (FISH). Procedura wykrywania przy pomocy testu IFAS
obejmuje stosowanie zarowno przeciwcial poli-, jak i1monoklonalnych (Dyrektywa
93/98/EEC; Dyrektywa EEC 2006/56/WE; Janse 1Van Vaerenbergh, 1987,
Rozporzadzenie MRiRW z dnia 13 kwietnia 2004).

Metody serologiczne sa obecnie szeroko stosowane w diagnostyce fitopatologicznej
(Alvarez, 2004). Obok wielu zalet posiadajg rowniez i kilka wad. Jedng z wazniejszych
przy stosowaniu przeciwcial poliklonalnych jest mozliwo$¢ wystgpowania reakcji
krzyzowych. Réwniez dla przeciwciat stosowanych do wykrywania Cms zaobserwowano
reakcje krzyzowe z innymi bakteriami (De Boer i Copeman; 1980; Calzolari i in., 1982;
Crowley iDe Boer, 1982; De Boer, 1982). Nieswoiste reakcje serologiczne mozna
wyeliminowa¢ stosujac przeciwciata monoklonalne, co jednak znacznie zwigksza koszty
badania (De Boer i Wieczorek, 1984; Halk i De Boer,1985).

Celem pracy byto zbadanie wystepowania bakterii nienalezacych do podgatunku Cms,
areagujacych z przeciwcialami poliklonalnymi w tescie IFAS stosowanym do
wykrywania sprawcy bakteriozy pierScieniowe;.

MATERIAL I METODY

Izolacja szczepow bakterii z ekstraktow z tkanki bulw ziemniaka

Materiatem do badan byto 25 ekstraktow z bulw ziemniaka porazonych Cms. Z bulw
wykazujacych charakterystyczne objawy bakteriozy pierscieniowej, w ktorych potwier-
dzono obecno$¢ bakterii Cms, pobierano zmacerowang tkanke i przygotowywano
ekstrakty w Iml buforu fosforanowego PB 0,01 M, pH 7,2. Ekstrakty rozcienczano
dziesigcio-, stu- i tysigckrotnie po czym wykonywano ich posiew powierzchniowy na
potselektywna pozywke MNTA (Jansing i Rudolph 1998) — po 50ul kazdego ekstraktu
1 ich rozcienczen. Szalki inkubowano w ciemnosci, w statej temperaturze 22°C. Po kilku
dniach (n = 5-7) pasazowano pojedyncze kolonie (przypominajace wygladem kolonie
tworzone przez Cms) na agar peptonowo-glukozowo-drozdzowy (Rozporzadzenie
MRiRW z dnia 13 kwietnia 2004) w celu uzyskania czystych kultur bakterii. Otrzymano
w ten sposob 365 izolatow.

Test immunofluorescencji poSredniej

Wykonano po 1 ml zawiesiny wszystkich otrzymanych izolatow bakterii w buforze
fosforanowym PB 0,01 M, pH 7,2. Przygotowane w ten sposdb zawiesiny bakteryjne
rozcienczano dziesigcio- i stukrotnie w buforze PB 0,01 M, pH 7,2. Zaréwno ekstrakty, jak
i rozcienczenia nanoszono na szkietka wielopunktowe w ilo$ci 20ul na okienko, suszono
na ptycie grzejnej w temperaturze okoto 40°C i utrwalano 95% alkoholem etylowym.
Preparaty immunofluorescencyjne wykonano przy zastosowaniu poliklonalnych
przeciwciat kozich (anty-Cms) i koniugatu kroliczego znakowanego indokarbocyjaning
(Cy3) zfirmy Loeve. Preparaty pokryte przeciwcialami inkubowano przez 30 min.
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w wilgotnej, ciemnej komorze. Nastgpnie przeprowadzano dwukrotne ptukanie w buforze
PBS 0,01 M, pH 7,2 i suszenie. W ostatnim etapie na szkietka podstawowe nanoszono 0,1
M roztwor PB z glicerolem, pH 7,6 i przykrywano je szkietkami nakrywkowymi. Preparaty
obserwowano w mikroskopie epifluorescencyjnym Nikon Eclipse E600, przy
powigkszeniu 1000 razy.

W przypadku uzyskania pozytywnego wyniku testu IFAS z zastosowaniem przeciwciat
poliklonalnych, wykonywano dla danego izolatu test IFAS z zastosowaniem przeciwciat
monoklonalnych. W tym celu zastosowano monoklonalne przeciwciata mysie (anty-cms)
oraz koniugat znakowany izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) produkcji Agdia.
Procedura przygotowania preparatdOw byta podobna jak dla przeciwciat poliklonalnych,
roznita si¢ jedynie warunkami inkubacji preparatow z przeciwciatami. Dla przeciwcial
monoklonalnych zastosowano inkubacje przez 1h w wilgotnej, ciemnej komorze
w temperaturze 37°C.

Testy biochemiczne i fizjologiczne

Dla izoaltow, ktore daly pozytywna reakcj¢ w tescie IFAS z zastosowaniem przeciwciat
poliklonalnych przeprowadzono szereg testow biochemicznych i fizjologicznych (tab. 1).
W trakcie wykonywania testow biochemicznych zastosowano bakterie Cms (szczep 25.2)
jako czynnik kontrolny. Wszystkie testy wykonano wedlug metodyki opisanej
w zalaczniku nr 1 do Rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 13
kwietnia 2004 ,,W sprawie szczegdtowych sposobow postepowania przy zwalczaniu
1 zapobieganiu rozprzestrzeniania si¢ bakterii Cms”.

Tabela 1
Wykaz testow biochemicznych i fizjologicznych wykorzystywanych do identyfikacji Cms
Biochemical and physiological tests used for identification of Cms

Wynik charakterystyczny dla Cms
Result characteristic of Cms
obojetna lub stabo utleniajaca

neutral or weak oxidation

Aktywnos¢ oksydazy — Oxidase activity -

Aktywnos¢ katalazay — Catalase activity +

Redukcja azotandw — Nitrates reduction -

Aktywnos¢ ureazy — Urease activity -

Produkcja H,S — H,S production -

Produkcja indolu — Indole production -

Wykorzystanie cytrynianu jako zrédta wegla — Citrate as a source of carbon -

Hydroliza skrobi — Starch hydrolysis lub staba — or weak

Wzrost w temperaturze 37°C — growth at 37°C -

Wzrost w obecnosci 7% NaCl — growth at 7% NaCl -

Hydroliza Zelatyny — Gelatin hydrolysis -

Test:

Oksydacyjno/fermentacyjny (O/F) — Oxidation/fermentation (O/F)

Hydroliza eskuliny — Esculin hydrolysis +

glicerolu — glycerol -
Produkcja kwasu z: laktozy — lactose lub staba — or weak
Acid produced from: ramnozy — rhamnose -

salicyny — salicin -
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Biologiczny test patogenicznosci na oberzynie
W celu okreslenia patogeniczno$ci szczepow bakterii dajacych reakcje krzyzowa
w tescie IFAS, wykonano szereg testow biologicznych na roslinach baktazana (Solanum
melongena). Z czystych kultur bakterii sporzadzono inokulum, ktoére postuzylo do zaka-
zenia roslin testowych.
W celu przeprowadzenia testow patogenicznos$ci wykonano nast¢pujgce czynnosci:
— W sterylnych warunkach przygotowano po 1 ml zawiesiny kazdego izolatu bakterii
w sterylnej redestylowanej wodzie.
— W spektrofotometrze BioPhotometr wykonano pomiar gestosci optycznej (OD) przy
dtugosci fali A = 600 nm, przygotowanych wczesniej zawiesin bakteryjnych.
— Wykonano rozcienczenia zawiesin, do gestosci optycznej 0,1 aby uzyskaé stgzenie
bakterii okoto 10® jtk/ml (jtk- jednostki tworzgce kolonie)
— Dla kazdej proby zastosowano po 6 roslin testowych.
— Inokulowane ro$liny inkubowano w szklarni i od 5. dnia testu oceniano wystegpowanie
symptomow porazenia.

WYNIKI

Na postawie obserwacji mikroskopowych preparatow IFAS wykonanych z zastoso-
waniem przeciwcial poliklonalnych stwierdzono pozytywng reakcje dla 19 izolatow
bakterii sposrod 365 badanych.

Rys. 1. Mikroskopowy obraz bakterii Cms uzyskany w tescie IFAS z zastosowaniem przeciwcial
poliklonalnych (powi¢kszenie 1000x)
Fig. 1. Microscopic image of Cms obtained in the IFAS test using polyclonal antibodies (magnification
1000x)
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Rys. 2. Mikroskopowy obraz reakeji krzyzowej izolatu bakterii 142.5 uzyskany w tescie IFAS z
zastosowaniem przeciwcial poliklonalnych (powi¢kszenie 1000x)
Fig. 2. Microscopic image of cross-reacting bacterial isolate 142.5 obtained in the IFAS test using
polyclonal antibodies (magnification 1000x)

Stwierdzono, ze komorki bakterii 7 izolatow sa morfologicznie (ksztaltem i wielkoscia)
zblizone do bakterii Cms. Test IFAS wykonany z zastosowaniem przeciwcial mono-
klonalnych dla wszystkich 19 izolatow dal negatywny wynik.

Na szczegdlng uwage zastuguje izolat oznaczony numerem 142.5 (rys. 2), w przypadku
ktorego ksztatt i wielko$¢ bakterii sg bardzo podobne do Cms. Fakt ten wskazuje na
mozliwos¢ falszywie pozytywnej oceny w badaniach rutynowych, przy zastosowaniu
przeciwcial poliklonalnych.

Charakterystyka pozwolita na wyrdznienie 17 profili dla 19 izolatow bakterii za pomoca
testow biochemicznych i fizjologicznych. Stwierdzono réwniez, iz zaden z 19 izolatow
bakterii nie nalezy do podgatunku Cms, poniewaz izolaty wykazaly inny szereg reakcji
zaobserwowanych na pozywkach w porownaniu do szczepu kontrolnego Cms, 25.2 (tab.
2).

Zaden z badanych izolatow bakterii dajacych reakcje krzyzowa nie wywotat typowych
dla Cms objawow chorobowych na ro$linach oberzyny w tescie biologicznym.
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Tabela 2
Wiasciwosci biochemiczne i fizjologiczne izolatow bakterii dajacych reakcje krzyzowa w tescie IFAS
z przeciwcialami poliklonalnymi
Biochemical and physiological properties of the bacteria cross-reacting with polyclonal antibodies in
the IFAS test

Testy biochemiczne i fizjologiczne

Biochemical and physiological tests

Izolat Produkcja kwasu z:

fsolate Vel p | | m | v | v | vi v [vim| x| x | xi facidproduced from
glicerolu | ramnozy

glycerol |rhamnose

Gracja 3.5 F + + - + - R ++ - _ _ I nb. T
2390.2 F + + + + - + +++ - + + + + -
914 F + + + + - - + - + - + + +
K4.5 F - - - - - - ++ - - - + n.b. +
K4.6 F - - - - - - ++ - - - + + +
18.R F - + + + - + - - + - - + -
16838.4 F - + - + - - ++ - - + + + +
2861.5 F - - - - - - - + - - + R nb
2759.4 F - + + + - + - - - - + + +
2/Rz.2 F - + + - - + - - + - - + _
2/Rz.3 F - + + + - + - - + - - nb. _
4/Rz.3 F + + + - + - - - - - n.b. +
142.4 F - + - + - - + - - - + + _
142.5 0/0 - + + - - + + - + - nb. _
6518.8 F + + - - - +t - - _ + nb. nb
6518.11 F + + - + - - ++ - - - + + -
3667.2 o/0 + + + + - + - - + - - nb. +
3667.3 F + + + - - + - - - - - n.b. -
3091.9 F - - - - - - ++ - - - + n.b. n.b
Cms-25.2 [6) - + - - - - + - - _ + _ _

n.b. — Nie badano — Not tested

I — Aktywno$¢ oksydazy — Oxidase activity

IT — Aktywnos¢ katalizy — Catalase activity

III — Aktywno$¢ ureazy — Urease activity

IV — Produkcja H,S — H»S production

V — Produkcja indolu — Indole production

VI — Wykorzystanie cytrynianu jako zroédia wegla — Citrate as a source of carbon
VII — Hydroliza skrobi — Starch hydrolysis

VIII — Wzrost w 37°C — — Growth at 37°C

IX — Tolerancja na 7% NaCl — Growth at 7% NaCl
X — Hydroliza zelatyny — Gelatin hydrolysis

XI— Hydroliza eskuliny — Esculin hydrolysis

DYSKUSJA

Wystepowanie reakcji krzyzowych przeciwcial poliklonalnych z bakteriami innymi niz
Cms obserwowano w preparatach mikroskopowych wykonanych technikg IFAS,
z ekstraktow tkankowych przygotowanych z fragmentéw przystolonowych bulw ziem-
niaka (De Boer i Copeman 1974, 1980; Crowley i De Boer 1982; Miller 1984). Calzolari
iinni (1982) zaobserwowali reakcje krzyzowe poliklonalnych przeciwcial anty-Cms z sa-
profitycznymi maczugowcami (Coryneform) z gatunku Arthrobacter polychromogenes.
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Rozcienczanie przeciwcial moze zmniejszac ilos¢ reakcji krzyzowych, ale jednoczes$nie
moze prowadzi¢ do uzyskiwania fatszywie negatywnych wynikow dla prob porazonych
przez Cms (De Boer i Copeman, 1980). Rutynowo stosowane procedury wykrywania
i identyfikacji Cms obejmujg wykonanie kilku rozcienczen ekstraktow z tkanki ziemniaka
w celu uniknigcia falszywie negatywnych wynikéw badania przy wysokim rozcienczeniu
przeciwciat (Dyrektywa 93/98/EEC).

W przeprowadzonych doswiadczeniach zaobserwowano reakcje krzyzowsa przeciwciat
poliklonalnych przy relatywnie duzym rozcienczeniu przeciwcial, a takze dla zawiesin
bakterii o roéznym stezeniu. Reakcje krzyzowe obserwowano przy rozcienczeniu
przeciwcial anty-Cms, rzgdu 10 000x. Takie rozcienczenie jest rekomendowane przez
producenta jako najodpowiedniejsze. Reakcje krzyzowe moga by¢ czasami rozpoznawane
przez dokladng obserwacje ksztattu, wielkosci i wzajemnego utozenia fluoryzujacych
komorek bakterii. Niestety saprofityczne bakterie maczugowe, ktore najczesciej daja
reakcje krzyzowa sg nie tylko podobne do Cms pod wzgledem serologicznym, ale maja
takze podobny ksztalt i wielko$¢. Potwierdzity to obserwacje mikroskopowe preparatow
mikroskopowych [FAS wykonanych dla szczepu 142.5.

Innym sposobem na wyeliminowanie falszywie pozytywnych wynikdw testu IFAS jest
zastosowanie przeciwciat monoklonalnych (De Boer i Wieczorek, 1984). Nie
obserwowano dotychczas reakcji krzyzowych dla tego rodzaju przeciwciat, co wynika ze
sposobu ich produkcji, a co za tym idzie wysokiej specyficznosci.

Na podstawie przedstawionych w niniejszej pracy wynikoéw szeregu biochemicznego
dla 19 badanych izolatow bakterii mozna stwierdzi¢, iz naleza one do 17 réznych grup
taksonomicznych. Podkreslic nalezy, zatem fakt, ze przeciwciata poliklonalne uzyte
w niniejszej pracy charakteryzuja sie niska specyficznos$cia, co objawia si¢ wystepo-
waniem reakcji krzyzowych. Nalezy, zatem stosowac przeciwciala monoklonalne, ktore
charakteryzuja si¢ wyzsza specyficznoscig (De Boer i McNaughton, 1986; Kokoskova
i Pankova, 1998; Pankova i Kokoskova, 2002). Ze wzgledoéw technicznych nie mozliwe
jest wytworzenie poliklonalnych przeciwciat anty-Cms o wyzszej specyficznos$ci, co poz-
wolitoby wyeliminowac reakcje krzyzowe (De Boer i in., 1988; Gudmestad i in., 1991).

Wystepowanie reakcji krzyzowych moze rowniez wptywac na falszywie pozytywna
ocen¢ badanych prob ziemniaka. Nawet do$§wiadczony mikrobiolog nie jest w stanie
jednoznacznie odrozni¢ na podstawie ksztattu i wielkosci komoérek bakterii Cms od
niektorych innych bakterii dajacych reakcje krzyzowa. Dlatego tez rutynowe badania bulw
ziemniaka pod katem obecnosci tego patogena obejmuja kilka metod, ktore stosowane
jednoczes$nie pozwalaja na uzyskanie wiarygodnych wynikow.

WNIOSKI

1. Bakterie dajace reakcje krzyzowa w tescie IFAS z zastosowaniem przeciwciat
poliklonalnych moga wptywa¢ na ocen¢ badanego materialu pod katem obecnosci
Cms.

2. Konieczne jest stosowanie jednoczes$nie réznych metod wykrywania i identyfikacji
Cms, zarowno technik serologicznych, molekularnych oraz testow biologicznych, co
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pozwoli zweryfikowa¢ zarowno falszywie pozytywne, jak i falszywie negatywne
wyniki.
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