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RESUMEN

Los anticuerpos policlonales para la identificacién de

Streptomyces scabies y Streptomyces acidiscabies fueron producidos
por medioc de la inmunizacién de gallinas y posterior extraccién de
dichos anticuerpos presentes en la yema de los huevos. Los
anticuerpos policlonales producidos contra S. acidiscabies fueron
especificos y reaccionaron positivamente identificando las cepas
de este patégeno. No se detectd reaccién cruzada (falso-positiva)

contra otras especies de Streptomyces evaluadas. Los anticuerpos

policlonales producidos contra S. scabies no fueron especificos y
presentaron reacciones cruzadas al evaluarlos contra S.

acidiscabies y contra especies genéticamente distantes como

Pseudomonas syringae y Erwinia carotovora.

Debido a la falta de especificidad de 1los anticuerpos

policlonales para identificar s. scabies, se prosiguié con la

preparacién de anticuerpos monoclonales en ratones. Estos
anticuerpos producidos contra S. scabies reacciocnaron

diagnosticando positivamente 14 de 16 cepas de S. scabies
evaluados, incluyendo cepas que no se habian identificado
correctamente con los métodos tradicionales. Se mostré
posteriormente que dos cepas falso-negativas habfian mutado en

cultivo perdiendo patogenicidad. El procedimiento con el
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anticuerpo monoclonal pudo diferenciar 32 cepas diferentes de

Streptomyces patogénicas Y no patogénicas, de 34 evaluadas, pudo

diferenciar S. scabies de 5. acidiscabies, ademas, P. syringae y

E. carotovora.

Los anticuerpos monoclonales Yy policlonales desarrollados

contra S. scabies y S. acidiscabies son atiles porque facilitan

los estudios sobre 1a ecologia y epidemiclogia de estos patdgenocs,
causantes de la rona de la papa. Ademds, los resultados de esta
investigacién comprueban que las especies S. scabies Yy S.

acidiscabies no son genéticamente cercanas, a pesar de las

similitudes en plantas hospederas, tipos de lesiones y en la

habilidad de producir el compuesto taxtomina.
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I. INTRODUCCION

El género Streptomyces contiene un amplio nimero de

especies. Segin el manual de Bergey ( Williams et.al., 1989),
existen por lo menos 290 especies de estas bacterias que
comunmente habitan el suelo. Los miembros de este género se
clasifican basdndose en los criterios establecidos per el
Proyecto Internacional de Streptomicetos {(ISP) gque se
encuentran descritos por Shirling y Gottlieb (1966). Las
caracteristicas utilizadas para la identificacién a nivel de
especie incluyen; forma de las cadenas de esporas, tipo de
superficie de la espora, el color de la masa de micelio de la
colonia, el color en el inverso de la colonia, utilizacién de
aziucares, produccién de melanina y otros pigmentos. Ademas,
otras caracteristicas secundarias han sido utilizadas para 1la

identificacién de especies de Streptomyces (Williams et al.,

1983).

Streptomyces scabies es el agente causal mds importante y

de mayor distribucién de la enfermedad denominada rona de la
papa (Lambert y Loria, 1989) . Esta especie se tipifica por
masa de micelio de color gris, esporas lisas con cadenas en
forma de espiral, produccién de melanina y utilizacién "in

vitro” de los azlcares: glucosa, arabinosa, fructosa, manosa,
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rafinosa, rhamnosa, sacarosa y xilosa. La enfermedad (ver el
ciclo en figura 1.1) se presenta en todas las regiones donde
se cultiva papa vy puede causar serias pérdidas econémicas
debido a gue no sélo reduce el valor estético del tubérculo,
sino también el rendimiento. Lo anterior repercute en el
mercadeo del producto fresco, procesado y el utilizado como
semilla en la propagacién. Los sintomas de esta enfermedad,
que se muestran sobre los tubérculos de la papa, incluyen
lesiones superficiales, elevadas o hundidas, usualmente
conteniendo tejido corchoso (Hooker, 1981). La cepa 8.
scabies también infecta y causa sintomas semejantes en otros
cultivos que producen tubérculos, tales como: ré&bano, nabo,

rutabago y zanahoria.

Otras especies de Streptomyces han sido reportadas como

productoras de sintomas similares a los de la rofia de la papa
(Corbaz, 1964; Kutzner, 1981; Manzer et al., 1977). Estas
especies pueden ser diferenciadas de S. scabies basandose en
una combinacién de las caracteristicas morfolégicas ¥

fisioldégicas descritas anteriormente.

La otra especie probablemente mas estudiada e importante,

es Btreptomyces acidiscabies (Lambert, y Loria, 1989) vy

provoca la enfermedad denominada "rofia &cida" porque causa
rona dnicamente en suelos &cidos (Manzer, et al., 1977). La

especie 8. acidiscabies se caracteriza por tener una masa de
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micelio de color blanco o gris claro, esporas lisas en cadenas
de forma flexada, no produce melanina pero produce un pigmento
rojo bajo condiciones de pH &cido. Este patdgeno utiliza
todos los azlcares a excepcidn de rafinosa Y crece a un pH tan
dcido como 4.0 (Lambert y Loria, 1989); en contraste, §.
scabies s6lo puede crecer arriba de PH 5.0 (Lambert y Loria,

1989).

El tratamiento tradicional para el control de 1la
enfermedad ha sido variar las condiciones de PH en el suelo.
Sin embargo, las condiciones de PH para la sobrevivencia de S.
scabies son diferentes respecto de 8. acidiscabies, de ahi, la
importancia de determinar cuidl de los dos streptomicetos se

encuentra afectando los campos de cultivo de papa.

Los streptomicetos son muy comunes en el suelo,
existiendo de forma no parasitica, ademds, numerosas especies
Se encuentran como patdgenos asociados a tejidos vegetales.
Para la identificacién de las especies es necesario utilizar
una combinacién de caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas
que permitan distinguir a los patogenos, como S. scabies y

S.acidiscabies de las especies no patogénicas que se

eéncuentran cominmente en el suelo e incluso colonizando
lesiones causadas por la rofia de la papa (Keinath, D. y Loria,
1989; Elesawy y Szabo, 1979; Vruggink, 1976). El

pProcedimiento de identificacién inicia con la extraccidén de la
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bacteria patégena del tejido vegetal o de muestras de suelo,
posteriormente, por medio de diluciones secuenciales en cajas
petri se aislan colonias individuales a partir de medios
selectivos que estimulan la produccidén de melanina. La
presencia de melanina permite identificar las colonias de
streptomicetos melanoides, dentro de los cuales se encuentra
5. scabies. El siguiente paso es transferir- las colonias
hacia una serie de medios diferentes para poder caracterizar
aspectos como: el tipo de cadenas de esporas, coloracién de 1la
colonia y los azidcares (glucosa, arabinosa, fructosa, manosa,
rafinosa, sacarosa o xilosa) utilizados. Esta caracterizacidn
se debe realizar individualmente para cada colonia aislada de
la caja petri inicial. La identificacién definitiva se
verifica usualmente comprobando su patogenicidad en papa en

una prueba de invernadero o laboratorio.

Desafortunadamente, S.scabies no puede ser diferenciado
de los otros streptomicetos utilizando una sola caracteristica
morfolégica o fisiolégica. Por lo tanto, es extremadamente
dificil y toma mucho tiempo completar los procedimientos para
la deteccion del patdégeno y el diagnéstico de la enfermedad.
La naturaleza de estas evaluaciones ha hecho prolongado e
imprictico el estudio de la ecologia y epidemiologia de la
enfermedad, donde se necesita desarrollar un monitoreo de la
densidad de poblaciones de S. scabies o S. acidiscabies

presentes en el campo durante un periodo de siembra. En



consecuencia, los métodos de diagndstico actuales han
dificultado el control de la enfermedad y poder desarrollar
estrategias de manejo mas eficientes. Por lo anterior, es
necesario buscar nuevos métodos de diagnéstico gue sean

rapidos, seguros y de costo razonable.

Las técnicas serolégicas son otra alternativa para la
evaluacidén de streptomicetos. Estas técnicas han sido
evaluadas para la identificacidn de especies de streptomicetos
(Kirby y Rybicki, 1986; Moyer y Echandi, 1986; Bowman ¥y
Weinold, 1963). Los resultados de los estudios indicaron que
los anticuerpos policlonales no fueron suficientemente
especificos para diferenciar entre S. scabies de otros

Streptomyces spp. (Bowman y Weinhold, 1963). Sin embargo, S.

scabies y S. acidiscabies fueron encontrados seroldégicamente

distintos, basado en la técnica de Ochterlony de difusidn
doble, aunque presentaron variedad de reacciones cruzadas con
otros streptomicetos no patégenos, fue mds lenta, subjetiva y
no cuantitativa, por lo que se recomendd utilizar la técnica
de ELISA en estudios taxondmicos (Kirby y Rybicki, 1986).
ELISA es una técnica que permite evaluar rédpidamente un nimero

grande de muestras y detectar de forma cuantitativa.

Segtn Hu et al., 1985 y Hassl y Aspock, 1988, el uso de
anticuerpos policlonales de gallina, después de inyectar con

una cantidad relativamente pequefia de imunégeno, provee la



ventaja de una alta produccién de anticuerpos concentrados en
la yema de los huevos. En conejos se dificulta obtener una
concentracidn adecuada de immundgeno para lograr produccién de
anticuerpos, en especial en aplicaciones con virus. Otras
ventajas son: bajo costo, facil cosecha diaria de huevos
immunizados, aplicables en immuno-ensayos enziméticos de doble
sandwich (EIA) donde son combinados con anticuerpos de conejo
Yy por dltimo, al no ser de origen mamifero, se eliminan
problemas de reacciones cruzadas en la presencia del factor

reumatoideo.

En el caso de que los anticuerpos policlonales no sean
suficientemente especificos, 1los anticuerpos monoclonales
(McAbs) pueden ofrecer una mejor respuesta de especificidad
debido a la presencia de un uGnico determinante antigénico.
Otras ventajas son: pueden aplicarse de forma mas selectiva en
técnicas immunfluorescentes "in vitro" e "in situ"
(McLaughlin, et al. 1989) y las lineas celulares que los
producen pueden ser almacenadas y recultivadas, manteniendo
una fuente permanente del anticuerpo seleccionado. Sin
embargo, los anticuerpos monoclonales no han sido utilizados

para la identificacién de S. scabies.

El objetivo general de este estudio es producir
anticuerpos que tengan especificidad para S. scabies Yy S.

acidiscabies, haciendo uso de anticuerpos policlonales




producidos en gallinas y anticuerpos monoclonales producidos
en ratones, para su identificacidén por medio de ELISA
indirecto. Los objetivos especificos son: 1) preparar una
coleccidn de streptomicetos, 2) producir anticuerpos con

afinidad hacia S. scabies y S. acidiscabies, 3) determinar 1la

especificidad de los anticuerpos a las dos especies anteriores
evaluandolos en la presencia de otras especies patogénicas y

no patogénicas de Streptomyces y 4) comparar y correlacionar

las caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas respecto de la
afinidad immunolégica como métodos de diagnéstico. De esta
forma se espera facilitar el diagnéstico de la enfermedad de

la rofia de la papa.



IT. METODOS

A. Seleccidén de cepas de Streptomyces sp.

La cepa 84-01-34 de S. scabies y la cepa 84-01-110 de S.

acidiscabies se seleccionaron para utilizar como inmunégenos,

en la inoculacidén de gallinas para la produccién de
anticuerpos policlonales y la primera cepa, también en la
inoculacién de ratones para la produccién de anticuerpos
monoclonales. Ademds, se selecciondé un grupo de 49 cepas de

otras especies de Streptomyces que representaban un rango

variado de caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas (ver
tabla 4.1) y de grado patogénico (ver tabla 4.2) para evaluar

la especificidad de los anticuerpos desarrollados para la

deteccién de S. scabies y S. acidiscabies.

Las cepas 84-01-34 y 84-01-110 fueron seleccionadas
debido a que son las incluidas en la coleccidn americana de
cepas "tipo". Los tres nimeros por cepa significan: el
primero, el afioc del aislamiento; el segundo, es la clave
internacional para streptomicetos y el tercero, nitmero
consecutivo de aislamientos durante ese afio. Las cepas
seleccionadas de streptomicetos fueron originalmente aisladas

de lesiones de papa y posteriormente almacenadas en una
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coleccidon en el laboratorio en alicuotas de 1 mil y a 49 C,
-202 C y -80Q C. Para este estudio se extrajeron de la
coleccidn existente los aislamientos indicados en la tabla
4.3, de los aflos 84 al 87 y se prepararon aislamientos
adicionales indicados en la misma tabla, del afio 88 en

adelante.

B. Evaluacién de cepas

1. Morfologia. Se describieron las cepas a partir del
tipo de cadena de esporas, color del micelio Yy color del
sustrato, presentes sobre los siguientes medios: triptona-
extracto de levadura (1ISP2), agar inorganico-almidén (ISP4) y

agar glicerol-asparagina (ISP5).

2. Fisiologia. a) Se evalud la utilizacién de

diferentes fuentes de carbono (glucosa, arabinosa,
fructosa, manosa, rafinosa, ramnosa, Sacarosa y xilosa) en
medio sé6lido basal ISP2 (International Streptomyces
Proyect) (DIFCO). b) Se evalué la produccién de melanina sobre
medio liquido de extracto triptona-levadura (ISPl), agar
peptona-hierro (ISP6) y agar-tirosina (ISP7). c) Se anotd la
produccién de otros pigmentos, aparte de melanina sobre los
medios anteriores. d) Se investigé la sensibilidad al pH para

su crecimiento.
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3. Patogenicidad. Se determind ésta en el invernadero

inoculando una suspensién de cultivos de 48 hrs en medio
liquido ISPl o de 2 semanas en medio ISP2. La variedad de
papa utilizada fue Chippewa, que es una variedad especialmente
sensitiva a 1la roiia. Se inocularon 10 ml en macetas
conteniendo un tubérculo como semilla, tres réplicas por cepa
Yy tres controles de agua estéril. Al crecer las plantas se
cosecharon los tubérculos producidos después de 10-12 semanas

Y se anotdé la presencia de lesiones.

Las cepas seleccionadas, con la informacién obtenida en
los tres incisos anteriores, fueron evaluadas patogénicamente
por medio de la prueba immunolégica desarrollada en esta
investigacién. Finalmente, se reevaluaron las caracteristicas
morfoldgicas, fisiolégicas y de patogenicidad (en una prueba
rédpida "in vitro") para las cepas que obtuvieron reacciones
cruzadas en la prueba de ELISA utilizando anticuerpos
monoclonales. E1 objetivo de la reevaluacién fue determinar
las posibles causas de la reaccién falso-postiva o falso-
negativa, por ejemplo: error en la clasificacién patdgeno-no

patégeno, error en la clasificacién no-Streptomyces scabies,

contaminacién del cultivo con otra cepa o similitudes en
morfologia-fisiologia-patogenicidad relacionadas con una

verdadera reaccién cruzada.
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El procedimiento de identificacién de patogenicidad "in
vitro” fue el siguiente: papas previamente esterilizadas con
c¢lorox 10% se colocaron en rodajas, en condiciones estériles,
sobre papel cromatografico himedo en una caja petri. Se
inocularon las papas con las diferentes cepas, preparadas como
se indicé anteriormente. Las cepas patogénicas se
desarrollan sobre la papa produciendo una colonia debajo de la
cual se presenta una lesién café, al producir el compuesto
oxidante taxtomina. Las cepas no patogénicas, Si crecen sobre
la papa, mantienen la superficie clara y sin hundimientos o

lesiones cafés.

C. Preparacidén de antigeno

Las cepas de Streptomyces se desarrollaron sobre medio

Isp2 (Difco) durante 12-14 dias a 28° C. El micelio aéreo se
raspé del agar para removerlo agregando agua esterilizada y
vertiendo el producto sobre medio liquido ISPl. Los cultivos
se incubaron a 28° C por 48 h en un agitador. ELl crecimiento
de micelio se colectd por medio de centrifugacidén, se lavaron
3 veces con solucidén amortiguadora de fosfatos 10 mM
conteniendo KCL 3mM, NaCl 140 mM, NaN3 0.01% vy Tween 20
(0.05%), ajustado a un pH 7.4 (PBS-Tween). El concentrado
obtenido de la centrifugacidén se resuspendidé en 5 ml de PBS-

Tween, se macerd y sonicd durante 2 min en intervalos de 30
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segundos. La suspensidén obtenida se almacend en alicuotas de

Iml a -20°C.

La concentracidn proteinica se determiné por el método de
la reaccidn colorimétrica de Bradford (1976), {reactivo:
Bradford, Bio-Rad Laboratories, Richmond, Calif.). Se
utilizaron una serie de 10 diluciones dobles iniciando a una
razén inicial 1:20 (v/v), de la suspensién producida Y una
réplica de diluciones utilizando albGmina bovina como
estandares de concentracién de proteina, leyendo absorbancia

espectrofotométricamente a 405 nm.

D. Produccién de anticuerpes policlonales en gallinas (ver
diagrama de flujo, figura 2.1)

Las cepas 84-01-34 y 84-01-110 seleccionadas para
utilizarlas como inmunégeno se cultivaron como fue descrito
anteriormente, excepto que las suspensiones de micelio raspado
de la superficie se fijaron en glutaraldehido 2% antes de ser
utilizado para immunizar las gallinas (Allan y Kelman, 1977).
Fueron inyectadas dos gallinas con preparacién antigénica de

cada cepa de Streptomyces. Se aplicaron 4 inyecciones

intramusculares a intervalos semanales utilizando una
suspensién de 1 mg de proteina. La suspensién de la primera
inyeccién se emulsificd con adjuvante de Freund completo y las

siguientes se emulsificaron con adjuvante de Freund
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incompleto. A continuacién, se colectaron diariamente los
huevos producidos por las gallinas immunizadas iniciando el
primer dia de inyeccién (dia 0) y continuando durante los
siguientes 56 dias posteriores a la inoculacién. Las yemas de
4 huevos (4 dias) fueron lavadas con agua estéril para remover
clara adherida, agrupadas y almacenadas a -802 C, para
posteriormente extraer el antigeno presente en la parte
protéica. E1 anticuerpo crudo se extrajo de la yema de los
huevos utilizando el método de clarificacién con cloroformo
(Hu et al., 1985). Segin este procedimiento, cada grupo de
yemas de huevo es combinado con una solucién amortiguadora
equivolumétrica de 0.01 M PBS y mezclado con un volumen de
cloroformo igual al de la mezcla. La emulsidén formada se
separa por medio de centrifugacidén a una velocidad baja y el
sobrenadante con las proteinas solubles se almacena en
glicerol (50%) a =20° C. La immunoglobulina principal
presente en las yemas es IgG, por lo que esta preparacidn

puede llamdrsele IgG crudo.

Los titulos de los anticuerpos crudos agrupados se
determinaron por medio de ELISA indirecto (Voller, et al.,
1970), estandarizando las condiciones déptimas para la prueba
(ver apéndice A). Se seleccionaron los anticuerpos producidos

para cada una de las dos especies de Streptomyces en estudio,

con los titulos mds altos y se prosiguid con su purificacidn.

El método utilizado fue la precipitacién de proteina en
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solucién sobresaturada de sulfato de amonio en PBS/Tween Yy
luego dializando en Tris 10mM, pH 8.0 durante 48 h a 492 C.
Posteriormente, se purificaron los anticuerpos IgG de las
otras proteinas presentes separandolos por medio de una
columna cromatografica de celulosa a un gradiente de NaCl en
10 mM Tris (pH 8.0) (Hu et al., 1985) vy fraccionando en 40
volimenes de 5 ml (ver apéndice B). Se identificé la fraccién
con mayor valor proteico determinando la concentracién a 280
nm de absorbancia y, luego, se comprobé si tenia apropiada

actividad immunolégica por medio de ELISA indirecto.
Los anticuerpos fueron aplicados para el andlisis de
especificidad en la presencia de otras especies de

streptomicetos utilizando antigeno filtrado a .02 um.

E. Produccién de anticuerpos policlonales y monoclonales en

ratones (ver diagrama de flujo, figura 2.2)

La preparacidén antigénica de Streptomyces scabies, cepa

84-01-34, fue utilizada a una concentracién de 1lug/ml para
inmunizar 4 ratones Balb/c. Las injecciones de inmunizacidn
continuaron a intervalos de 2 semanas durante 6 semanas.
Cuatro ratones fuéron utilizados para la inoculacién, pero uno
de los ratones murié al inicio de las inoculaciones y se
continué el proceso con los tres restantes. El desarrollo de

la produccién de anticuerpos policlonales en los ratones se
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Figura 2.2

Diagrama de flujo de la produccion de anticuerpos
policlonales y monoclonales de ratén

Inmunizar ratones

Ensayos con anticuerpos policlonales de 4 ratones

Cosechar el bazo

Linfocitas Células de mieloma
Fusion

Produccion de lineas celulares de hibridoma (730)

afinidad hacia S. scabies

Seleccion de 19, lineas celulares

Clonar

(cont.)
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Figura 2.2 (cont.)

afinidad hacia S. scabies

Seleccién de 12 lineas clonales
(2 clones por linea)

|

Especificidad contra 10 cepas de Streptomyces

Seleccion de un clon

Expansién dei cultivo

Especificidad contra 49 cepas de Streptomyces
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monitored periddicamente por medio de muestreos sanguineos
extraidos de la oreja o cola del animal y utilizando pruebas
de ELISA (ver metodologia en apéndice C). Los anticuerpos
policlonales de gallina, producidos previamente en esta

investigacidn, para detectar esta cepa de Streptomyces spp.,

se utilizaron como controles positivos y el suero normal de
raton como control negativo. Los titulos de ELISA obtenidos
mostraron valores altos después de la tercera a cuarta semana
de inyecciones de refuerzo. El ratén que tenia los valores
mas altos de anticuerpos policlonales fue sacrificado 3 dias
después de la ultima inyeccién, las células linfociticas
presentes en el bazo fueron extraidas y seguidamente
fusionadas con células de mieloma. Las lineas celulares
primarias de hibridoma fueron diluidas aproximadamente a una
célula/pozo, se transfirieron a placas de cultivo de
poliestireno de fondo plano para su crecimiento en una cémara
con 10% de didéxido de carbono, 100% de humedad y 37° C. Los
sobrenadantes de los cultivos celulares (100 yl) se cosecharon
al obtener un buen crecimiento, aproximadamente 10-20 dias

después, y se evaluaron por medio de ELISA (ver apéndice B).

Las lineas celulares parentales de hibridomas que
reaccionaron positivamente con la cepa S. scabies 84-01-34
fueron almacenadas en nitrégeno liquido, extrayendo alicuotas
de 100ul del medio de cultivo. Los 100yl restantes en la

placa de cultivo se utilizaron para clonar de nuevo por medio
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de diluciones limitadas para obtener cultivos unicelulares
puros. Por medio de ELISA se seleccionaron dos clones por
cada linea celular y se repitid la clonacidn por tercera vez,
para asegurar la estabilidad de la linea celular, antes de

almacenar en nitrdgeno liquido.

F. Evaluacién de la especificidad de los anticuerpos

La especificidad de los anticuerpos policlonales a las

bacterias S. scabies y S. acidiscabies se determind

inicialmente por medioc de pruebas de ELISA utilizando un grupo
de diez cepas bacterianas, que incluyé: las 2 cepas (84-01-34
y 84-01-110) utilizadas para la produccidn de los anticuerpos,

1 cepa adicional por especie, 4 cepas de Streptomyces sp., 2

no patogénicas y 2 patogénicas y 2 bacterias gram negativas

(Exzwinia carotovora y Pseudomonas syringae). Por este método,

se selecciond una linea celular monoclonal con afinidad a la
immunoglobulina IgG para la deteccidén de S. scabies {de 19
lineas celulares previamente aisladas). Para luego evaluar
mds ampliamente su especificidad, se utilizaron 49 cepas de
Streptomyces spp. (ver figura 3.1) y se compararon con los
resultados de la caracterizacidén morfolégica, fisiolégica y

patogénica previamente recopilada.



ITI. RESULTADOS

Los aislamientos de cepas fueron caracterizados
utilizando medios selectivos, los resultados se indican en la
tabla 3.1 y se determiné su patogenicidad (ver tabla 3.2).
Las pruebas de patogenicidad se condujeron en invernadero de
acuerdo a métodos descritos por Loria y Kempter (1986). De
esta forma, los medios selectivos permitieron identificar 7
cepas patogénicas de S. scabies, 5 cepas patogénicas de S.
acidiscabies, 8 cepas patogénicas con caracteristicas
distintas a las dos anteriores y 29 cepas no patogénicas (ver

tabla 3.3).

Mientras tanto, en el procedimiento de ELISA-indirecto
durante la produccién de anticuerpos policlonales en gallinas
(ver diagrama de flujo, figura 2.1), los titulos con los
valores mds altos de absorbancia fueron durante la séptima

semana posterior a la inoculacién, para S. acidiscabies Yy

durante la octava semana, para S. scabies. Por lo tanto, se
seleccioné el grupo de yemas de huevo colectadas durante ese
periodo para continuar la investigacioén. Sin embargo, se noté
que los titulos de ELISA para S. acidiscabies fueron siempre

mas altos que los titulos de §. scabies.
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Los anticuerpos policlonales no purificados presentan
lecturas con falta de especificidad y con reacciones cruzadas,
cuando se utiliza el antigeno no filtrado, inclusive en la
presencia de bacterias como P. gyringae y E. carotovora, las
cuales, aunque son gram negativas, no pertenecen al género
Streptomycesg Y estadn distantemente relacionadas. La
utilizacidén de los anticuerpos policlonales solubles en una
preparacién antigénica filtrada, reduce la reaccién no

especifica y los anticuerpos producidos contra S. acidiscabies

no tuvieron reaccidén de forma cruzada en la presencia de

otras cepas de Streptomyces, Erwinia spp. © Pseudomonas spp.

Los anticuerpos policlonales con los titulos més altos

para 8. scabies y 8. acidiscabies fueron purificados

cromatograficamente, siqguiendo el procedimiento indicado.
Los anticuerpos purificados fueron evaluados a una dilucién de
1:200 v/v. y a una concentracién de 10 mg/ml de proteina
antigénica en diluciones dobles y utilizando suero de gallina
sana como control negativo. Al evaluar los anticuerpos contra
un grupo de nueve cepas; las 2 cepas (84-01-34 y 84-01-110)
utilizadas para la produccién de los anticuerpos, 1 cepa

adicional por especie, 3 cepas de Streptomyces sp. no

patogénicas y las 2 bacterias gram negativas (Exwinia

carotovora y Pseudomonas syringae), el anticuerpo policlonal

preparado para la identificacién de S. acidiscabies fue

aproplado para ser utilizado en técnicas de deteccién. Los
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valores de absorbancia fueron cercanos a (0.000 OD) para las

bacterias no S. acidiscabies Yy todas las cepas de S.

acidiscabies dieron valores de absorbancia de aproximadamente

(.800 OD). Sin embargo, el anticuerpo policlonal preparado
para la deteccién de 8. scabies no fue especifico, incluso en

la presencia de otros géneros como Erwinia spp. Y Pseudomonas

SPpP, presentando reacciones cruzadas y no permitiendo su

aplicacidén posterior.

Debido a la falta de especificidad de los anticuerpos
policlonales de gallina para la deteccién de S. scabies, se
procedié con la produccién de anticuerpos monoclonales en
ratones, lo cual se llevé a cabo como se describid

anteriormente.

Las lineas monoclonales resultantes fueron un total de
752, representando 75% de las lineas inicialmente cultivadas,
lo cual muestra un alto porcentaje de produccién. Estas
lineas fueron evaluadas utilizando dnicamente S. scabies como
antigeno, debido a que fue la cepa utilizada para 1la
produccidén de estos anticuerpos. La evaluacién mostréd 19
lineas parentales primarias con algiin nivel de afinidad para
la cepa, y fueron clonadas de nuevo para asegurar su
estabilidad en lineas celulares puras debido a que es posible
que permanezca mas de un célula por pocillo al utilizar el

método de dilucidén para dividirlas. Se evaluaron de nuevo Yy
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se confirmaron 12 lineas clonales secundarias con afinidad
hacia S. scabies. Las 12 1lineas fueron evaluadas méas
detalladamente respecto de las 9 cepas patdgenas y no
patOogenas descritas con anterioridad. Se obtuvo dos lineas
clonales con altos titulos y especificidad, ya que no
presentaron reacciones cruzadas en la presencia de P.

syringae, E. carotovora o S. acidiscabies {ver diagrama de

flujo, figura 2.2).

Se selecciond una linea monoclonal con maxima actividad
para evaluar posteriormente su especificidad contra las 49

cepas diferentes caracterizadas del género Streptomyces

spp.(ver tabla 3.3). Los resultados espectrofotométricos
mostraron ciertas reacciones cruzadas con otros streptomicetos
(83-01-10, 84-01-190, 83-01-40, 83-01-41, 86-01-31, 87-01-06,
87-01-70, 87-01-80 y 89-01-08) y dos S. scabies no detectados
(84-01-131 y 87-01-19) (ver figura 3.1 y tabla 3.4). E1
anticuerpo monoclonal mostré especificidad para S. scabies al
no reaccionar en la presencia de las cinco cepas de 8.

acidiscabies evaluadas. Sumadas a las cepas patogénicas y no

patogénicas, no presentd reacciones cruzadas en la presencia
de 47 de las 49 cepas de streptomicetos estudiadas. Todas
estas cepas presentaban también caracteristicas morfoldgicas
y/o fisioldégicas que las distinguian de $. scabies y de S.

acidiscabies (ver tabla 3.3).
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Tabla 3.4

Absorbancias de los streptomicetos en presencia del anticuerpo
monoclonal producido contra S. scabies

Tipo de Streptomiceto Nimero* Cepa Absorbancia promedio
(405 nm)
S. scabies 1 83-01-05 3.333
control 2 84-01-34 4.000
3 84-01-131 0.083
4 87-01-19 0.042
5 87-01-24 2.208
6 88-01-10 2.333
7 89-01-07 4.000
S. acidiscabies 8 84-01-104 0.042
9 84-01-110 0.042
10 84-01-182 0.042
11 84-01-45 0.000
12 85-01-14 0.000
otros streptomicetos 13 83-01-10 4.000
patogénicos 14 84-01-08 0.083
15 84-01-190 0.708
16 85-01-36 0.167
17 86-01-03 0.167
18 86-01-25 0.042
19 87-01-53 0.083
20 88-01-06 0.200
otros streptomicetos 21 83-01-32 0.000
no patogénicos 22 83-01-40 2.167
23 83-01-41 2.417
24 84-01-05 0.021
25 84-01-07 0.021

26 84-01-14 0.021



Continuacion de la Tabla 3.4

Tipo de Streptomiceto Namero* Cepa Absorbancia promedio
(405 nm)
27 84-01-144 0.021
28 84-01-222 0.021
29 84-01-29 0.021
30 84-01-71 0.042
31 84-01-95 0.000
32 85-01-12 0.000
33 85-01-29 0.000
34 86-01-31 4.000
35 86-01-34 0.250
36 87-01-06 4.000
37 87-01-34 0.250
38 87-01-47 0.000
39 87-01-55 0.000
40 87-01-59 0.000
41 87-01-61 0.000
42 87-01-62 0.000
43 87-01-70 2.200
44 87-01-80 4.000
45 88-01-26 0.083
46 88-01-27 0.042
47 89-01-03 0.125
48 89-01-05 0.042
49 89-01-08 4.000

* ndmeros correspondientes en la grafica 3.1

32
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Hubo necesidad de caracterizar de nuevo y de
reclasificar taxondmicamente las 11 cepas con reacciones
falso-negativas o falso positivas. El andlisis de la
reevaluacién de las dos cepas 84-01-131 y 87-01-19 falso-
negativas y las 9 cepas (83-01-10, 84-01-190, 83-01-40, 83-01-
41, 86-01-31, 87-01-06, 87-01-70, 87-01-80 y 89-01-08) falso-
positivas, o sea con reacciones cruzadas, se observa en la

tabla 3.5.

Se realizd una comparacién de la informacién recopilada
por medio de las diferentes pruebas de diagnéstico (tabla
3.5). Se evaluaron las pruebas de patogenicidad en
invernadero, ELISA e "in vitro" (tabla 3.2), respecto de las
reacciones cruzadas y las falso negativas obtenidas en la
prueba de ELISA (figura 3.1 y tabla 3.4), ademds, respecto de
las caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas de las cepas

(tabla 3.3).

Las 7 cepas previamente caracterizada como no patogénicas
(tabla 3.3) que se presentaron en la prueba de ELISA como
"falso positivas" fueron: (83-01-40, 83-01-41, 86~-01-31, 87-
01-06, 87-01-70, 87-01-80, y 89-01-08,) (figura 3.1 y tabla
3.4). Al reevaluarlas se comprob6é que 5 cepas (83-01-40, 83-
01-41, 87-01-70, 87-01-80 y 89-01-08) eran en realidad
patogénicas en la prueba "in vitro", al presentar el compuesto

taxtomina que causa un color café sobre la rodaja de papa.
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Se concluysd que 4 de ellas (a excepcién de 83-01-40) eran S.
scabies, ya que fueron consistentes con los otros caracteres

morfoldgicos y fisiologicos de la especie.

El uso de la técnica de ELISA aplicando el anticuerpo
monoclonal (ver figura 3.1 y tabla 3.4) y la prueba "in vitro”
utilizando rodajas de papa (ver tabla 3.2) permitié detectar
las cepas patogénicas anteriores, de S. scabies con baja
virulencia (83-01-41, 86-01-31, 87-01-06, 87~01-70, 87-01-80 y
89-01-08), que no habian indicado anteriormente patogenicidad
en el invernadero y por ello, no habian sido clasificadas coﬁo

patogénicas.

Las 2 cepas restantes (86-01-31 y 87-01-06), listadas
originalmente como no patégenas y aparentemente falso-
positivas, podrian considerarse en realidad como S. scabies.
Estas contienen las caracteristicas morfolégicas vy
fisioldgicas de la especie. Aunque en la reevaluacién se
determinaron con falta de patogenicidad y la cepa 86-01-31 con
falta de produccién de melanina, la falta de patogenicidad y
melanina las coloca en una situacién comparable a las dos
cepas de S. scabies (84-01-131 y 87-01-19), originalmente
patogénicas, que no dieron reaccién immunolégica. Se comprobd
que las dos cepas originalmente patogénicas, presentaban
posterior pérdida de virulencia y de produccién de melanina.

La cepa patogénica 83-01-10, que dio reaccién positiva, estaba
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clasificada errdneamente como otro patégeno Gnicamente por la
falta de melanina. AGn con la falta de patogenicidad y
melanina se pueden clasificar las cepas como S. scabies, ya
que la falta de patogenicidad no excluye que sean de la misma
especie (este caracter no se wutiliza para aislar
taxondmicamente una especie) y junto con melanina, ya se han
comprobado la pérdida de estas habilidades en cultivo dentro
de la misma especie. La pérdida de melanina y patogenicidad
indican una posible mutacién causada durante el repetido
cultivo en almacenamiento. Se puede observar una relacién
entre la habilidad de patogenicidad, la produccién de melanina
Y la presencia del determinante antigénico detectado por el

anticuerpo monoclonal.

El analisis resultante deja 2 dnicas cepas mostrando
reaceidn cruzada (84-01-190 y 84-01-40). Una de las cuales,
84-01-190, probablemente fue causado por la utilizacién del
sobrenadante del cultivo monoclonal sin dilucién como fuente
de anticuerpos durante el anéalisis de las 49 cepas. Al
optimizar la prueba realizando diluciones de anticuerpo, como
se realizd en apéndice A y B para las pruebas de ELISA
policlonales, se eliminaria probablemente la lectura falso-
positiva. El anticuerpo monoclonal se utilizé sin dilucién ya
que se recomienda un andlisis preliminar con la solucién
concentrada para asegurar la deteccién de todas las cepas

positivas y posteriormente optimizar la reaccién. Esto
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implica tiempo adicional de Preparacién de nuevos cultivos de
cepas para utilizar como antigenos Y producir mas anticuerpos
monoclonales provenientes de las lineas clenales en
almacenamiento. También puede ser posible que 1a
concentracién de proteina determinada para esa cepa no hubiera
estado comparable a la dilucién calculada para las demas
cepas. S5in embargo, otra posibilidad es escoger un umbral con
la linea divisoria de identificacién positiva arriba de 1a

lectura obtenida por 1a cepa 84-01-190.

Camo resultado final se obtuvo una reaccién cruzada
definitiva con 1la segunda cepa, 83-01-40, del total de 49
streptomicetos evaluados. E1 andlisis immunolégico la detecté
como patdégeno, cuando anteriormente Se encontraba comoe no
patogénico. Sin embargo, en 1la reevaluacién de sus
caracteristicas, se determiné que era otro patdégeno, no §S.
scabies, con el mismo comportamiento de asimilacién de fuentes
de carbono, pero con otras caracteristicas morfoldégicas y

fisiolégicas diferentes.

Por 1o tanto se pueden reducir el nimeroc de pruebas de
identificacién de S. scabies con un rapide diagnéstico
immunolégico reevaluando Gnicamente las cepas que presenten
valores positiveos en ELISA. Se elimina la evaluacién tediocsa
de un gran ntmerc de otros streptomicetos por medio de

seleccionar la cepa que presente una reaccién immunolégica
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positiva y evaluarla por un medio selectivo adicional, como un
medio para identificar la coloracién del cultivo esporulando o

un medio que estimule produccién de pigmentos especificos

sensitivos al pH.




IvV. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacién con los
anticuerpos policlonales producidos en gallinas, concuerdan
con estudios realizados anteriormente (Hu et al., 1985 y Hassl
Yy Aspock, 1988). Los anticuerpos policlonales elaborados para
la deteccién de 8. scabies no fueron suficientemente
especificos para identificar la especie y se comportaron en
una forma semejante a los anticuerpos policlonales producidos
en el estudio realizado por Bowman y Weinhold (1963). Por el

contrario, los anticuerpos policlonales para la deteccidén de

8. acidiscabies mostraron ser especificos, consistentemente
con los resultados obtenidos por Moyer y Echandi (1986) donde
presentaron la produccidén de anticuerpos policlonales

especificos contra S. ipomea (especie afin a S. acidiscabies).

Las especies §. acidiscabies y S. ipomea son consideradas
comparables, siendo patdgenos que causan enfermedad en 1la
papa, basado en los andlisis de homologia de ADN entre las dos
especies (Lambert, et al. 1991), e incluyendo, su mejor
respuesta diferenciable a nivel immunoldégico. Por 1lo
anterior, no es sorprendente que se comporten con mayor
semejanza entre ellas que respecto de S. scabies, cuya

homologia comparada con S. acidiscabies es de un 20%.
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E1l anticuerpo monoclonal producido para la
identificacién de S. scabies Yy el anticuerpo policlonal de
gallina producido contra los dos streptomicetos, se
comportaron corroboradndo los hallazgos de McIntyre (1971).
Con las pruebas de Ochterlony de doble difusién, S. scabies v

8. acidiscabies fueron serolégicamente distintos al no

reaccionar de forma cruzada. En la presente investigacidn se
obtuvo que el anticuerpo monoclonal elaborado versus S.
scabies no presenta reacciones cruzadas al evaluarse contra

las cepas de S. acidiscabies presentes, comprobando asi, su

especificidad. Por lo tanto, se asume que estas especies

deben tener varios sitios antigénicos distintivos.

La investigacidn presenté resultados consistentes con los
datos obtenidos en estudios de homologia genética (King vy
Lawrence, 1991). En ellos se indica que S. scabies es una
especie relativamente diversa y que se encuentra mas

cercanamente relacionada con especies de Streptomyces incluso,

no patogénicas, que con la especie S. acidiscabies. Lo

anterior explica la reaccién cruzada que hubo con los dos
aislamientos que no eran §. scabies. A pesar de que estas dos

especies de Streptomyces causan sintomas semejantes y en

tejidos vegetales similares (al infectar tubérculos de papa)

son genéticamente distintas.
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Las dos cepas de S. scabies que presentaron una reaccién
falso-negativa en la prueba de ELISA utilizando el anticuerpo
monoclonal, fueron reevaluadas respecto de sus caracteristicas
morfolégicas, fisioldgicas y patogénicas y se mostrd falta de
produccién de melanina y pérdida de patogenicidad. Lo
anterior indica que posiblemente mutaron en cultivo, perdiendo
estas dos habilidades. Las mutaciones de este tipo son

comunes en Streptomyces (Lawrence et al., 1990) y pueden

haberse perdido en las dos cepas, los genes que codifican el
epitope con afinidad al anticuerpo monoclonal producido. Se
comprobdé aqui y en el estudio de Lawrence et al. (1990) que
las cepas son capaces de perder su patogenicidad y produccién
de melanina, ademads, las cepas que mutaron perdieron la

capacidad de ser detectadas por la técnica de ELISA.

La patogenicidad en los steptomicetos estad probablemente
relacionada con la produccidén de la fitotoxina taxtomina, la
cual se ha extraido y purificado de lesiones de rofia de la
papa, proveniendo de diferentes especies y se ha comprobado
que induce de nuevo los sintomas sin la presencia del
patdgeno, al aplicarla a rodajas de papa (Lawrence, et al.
1990). Lo anterior tiene implicaciones taxonémicas de la
relacidn existente entre los genes biosintéticos responsables
de patogenicidad, como los relacionados en la produccién de
taxtomina, que han sido intercambiados entre especies de

Streptomyces patogénicas no relacionadas, como en el caso de
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la especie patogénica (cepa 84-01-40) con reaccidén cruzada.
S1 se comprueba que la produccién de taxtomina se presenta

comunmente entre todas las diferentes especlies de Streptomyces

patogénicos, el gen que codifica su biosintesis podria ser
utilizado en la técnica de sonda hibridizada de ADN. La
transferencia de ADN ha sido comprobada en el caso de
streptomicetos no parasiticos de suelo (Williams et al.,
1983). La molécula de taxtomina es muy pequefia para permitir
una adecuada respuesta inmunolégica en la produccién de
anticuerpos especificos, lo que haria poco eficiente la

elaboracién de técnicas immunolégicas como ELISA.

La produccién de melanina es utilizada frecuentemente
como caracteristica principal en el diagnéstico de
Streptomyces extraidos del suelo y de material vegetal
(Keinath y Loria, 1989; Elesay y Szabo, 1979). Sin embargo,
la habilidad de producir melanina es altamente inestable en

especies de Streptomyces, apareciendo frecuentemente

mutaciones esponténeas (Lawrence, et al. 1990). Este
comportamiento inestable convierte a la presencia de melanina
en un parametro poco confiable para ser utilizado como método
de identifiéacién, sin embargo, se continta utilizando en la

caracterizacidn de S. scabies (Kutzner, 1979).

En conclusidn, los anticuerpos producidos son adecuados

en especificidad para su utilizacién en pruebas immunoldégicas
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de diagnéstico. De esta forma, se puede acelerar 1la
investigacidn en el &rea de la dinamica de poblaciones de s.

scabies y S. agidiscabies. Ademas, pueden ser aplicados

cuantitativamente por medio de la técnica de blot de colonias
(Hockenhull, 1979). Estos anticuerpos pueden ser fitiles para
el diagnéstico de la enfermedad de la rofia de la papa comin y
para la rofia de la papa en suelos acidos, al permitir evaluar
rapidamente, por medio de ELISA, las &reas de cultivo
afectadas por las enfermedades causadas por cada patdégeno.
Los estudios de este tipo facilitarian la elaboracién de
recomendaciones para el manejo y control de las enfermedades
monitoreando cada campo de cultivo, ademds facilitarian el
control dependiendo de cada especie de streptomiceto presente.
El tratamiento tradicional para S. scabies ha sido variar las
condiciones de pH en el suelo, pero las condiciones de pH para

Streptomyces acidiscabies son diferentes, de ahi 1la

importancia de determinar cudl de los dos streptomicetos se

encuentra afectando los campos de cultivo de papa.

La falta de buenos métodos de diagnéstico ha sido un
factor determinante en el limitado manejo de la enfermedad.
Como consecuencia, ha implicado el uso de aplicaciones
quimicas preventivas que pueden ser inecesarias, aumentando el
costo de la produccién, dahando el ambiente y paralizando el
desarrollo de estrategias de manejo més eficientes. Es

importante indicar que la técnica desarrollada agui puede
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permitir detectar el patégeno en el suelo antes de la cosecha,
previo al desarrollo de la enfermedad, de esta forma podrian

reducirse los problemas indicados anteriormente.

Es importante considerar que Guatemala posee extensas
areas con clima y suelo adecuados que potencialmente pueden
ser sembradas con este cultivo, por ello el pais es en la
actualidad el mayor productor y exportador de papa en el area
centroamericana. En Guatemala, la mayor parte de papa es
producida por pequeiios agricultores, los cuales, la cultivan
asociados en cooperativas. Desde el punto de vista de interés
nacional, es importante elevar la produccién de papa, ya que
es una fuente importante de carbohidratos en la alimentacidén
(nutricidén) de la poblacién y es también una buena fuente de
vitamina C (Dr. F. Figueroa, Universidad de Cornell, Ithaca,
NY., Comunicacién personal). Es importante que los pequeiios
agricultores tengan acceso a tecnologias que les permitan
detectar e identificar patdgenos que puedan causar pérdidas en
sus cosechas tanto en cantidad como en calidad. Instituciones
gubernamentales como el ICTA, podrian proveer este servicio de

diagnéstico.

Ademds, Gltimamente se ha presentado un interés de parte
del sector privado de Guatemala en importar y adaptar nuevas
variedades de papa que provean la calidad necesaria para la

elaboracidén de papas fritas. Muchos de estos materiales
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vegetales no estan adaptados a las condiciones climaticas de
Guatemala y por lo tanto, también se desconoce su potencial
susceptibilidad a fitopatégenos nativos en el pais. Debido a
que la rofla de la papa causa pérdidas en Guatemala (Ing. R.
Arias, ICTA, Comunicacién personal), es importante contar con
un sistema de diagnéstico répido y seguro que permita detectar

la presencia de Streptomyces spp. al evaluar esta variedad de

papa y estimar las pérdidas potenciales en su produccién.

Finalmente, otra aplicacién importante de la técnica

ELISA aplicada para la deteccidén de Streptomyces Spp. €s que

permitiria investigar la distribucién del patégeno a nivel
nacional. Al realizar muestreos en las regiones productoras
de papa se tendria como objeto identificar las especies

presentes de Streptomyces spp. en Guatemala.




V. CONCLUSIONES

Los anticuerpos policlonales de gallina producidos para

la deteccién de S. scabies y S. acidiscabies permitieron

identificar con especificidad a S. acidiscabies de otras

especies patogénicas y no patogénicas del mismo género, sin
embargo, no fue posible identificar con especificidad a S.

scabies.

El anticuerpo monoclonal producido en ratones BAlb/c
para la deteccidn de S. scabies fue especifico con la

excepcién de 2 cepas, patogénicas del género Streptomcyes spp.

que presentaron reaccidén cruzada de 49 cepas evaluadas y que
se asemejan morfolégica y fisioldégicamente en el patrdén de

azlcares utilizables.

La rapida identificacién de las dos especies por medio
del método inmunoldégico de ELISA facilita el diagnéstico del
patdgeno causal en la presencia de la enfermedad de la rofia de
la papa, permitiendo estudios de su ecologia, epidemiologia y

manejo de la enfermedad en el campo.

Las especies 8. scabies y S. acidiscabies no son

genéticamente cercanas, a pesar de las similitudes en plantas
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hospederas, tipos de lesiones y la habilidad de producir el

compuesto taxtomina.

Las especies S. scabies y S. acidiscabies presentan

diferencias especificas de tipo morfolégico; siendo la forma
de la cadena de esporas para la primera de tipo espiral y para
la segunda, de tipo flexada; presentan diferencias de tipo
fisiolégico, la primera utilizando todaé las fuentes de
carbono, y la segunda no pudiendo hacer uso de rafinosa; vy
presentan diferencias immunoldgicas, la deteccién utilizando

anticuerpos policlonales fue inespecifica para la primera y

especifica para S. acidiscabies.
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APENDICE A

Estandarizacién de ELISA utilizando los anticuerpos

policlonales de gallina

Los pozos de las placas de poliestireno fueron cubiertas
con 50 ml de 10 ug/ml de antigeno sonicado en solucién
amortiguadora de carbonato-bicarbonato (pH 9.6) e incubadas
durante la noche a 42 C. Las placas fueron lavadas tres veces
con solucidn amortiguadora PBS-Tween (pH 7.4) y bloqueadas con
200 pl de albimina de suero bovino 2% (BSA, fraccidén V) en
PBS-Tween durante 2 hrs a 372 C. Las placas fueron lavadas de
nuevo y diluciones de anticuerpos fueron agregadas en razén de
1:20 a 1:40960 (v/v) e incubadas 1 hr a 372 C. Las placas
fueron lavadas de nuevo y se agregé dilucién del conjugado de
conejo anti-IgG de pollo, molécula entera, (1:1000, v/v)
(Sigma A-9171), incubando durante 1 hr a 37¢ C.
Posteriormente a los lavados, se detectd el complejo formado
de antigeno-anticuerpo agregando 50 pl/pozo de sustrato
consistiendo de p-nitrofenil fosfato, 1 mg/ml, en solueidn
amortiguadora de dietanolamina, pH 9.8 ( 9.7% dietanolamina,
0.02% NaN3 y 0.1 mg/ml de MgClz.6H20) e incubado durante 30
min a 222 C. Se determind la densidad éptica (OD} a 405 nm
utilizando un lector de microplacas (serie EL311, Bio-tek

Instruments, Inc.).
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Las condiciones &6ptimas determinadas para ELISA fueron:
concentracién de antigeno a 10 Hg/ml, 4 h de incubacién a
379C, blogueo con 2% BSA durante 2 hrs, 1 h de incubacidn con
las diluciones de anticuerpo (1:800, v/v), 1 h de incubacién
con el conjugado policlonal de pollo (1:800), v/v) en 2% BSA
por 2 hrs, y 1 h de incubacién con fosfatasa alcalina (5 ml).
Los pasos de lavado entre cada incubacién fueron realizados
como se indicd anteriormente en el procedimiento. E1 control
utilizado fue una preparacién de anticuerpos policlonales
crudos, sin purificacién cromatografica, obtenidos de yema de

huevo de gallina sana no inoculada (dia 0).



APENDICE B

Purificacién de anticuerpos policlonales crudos extraidos de

huevos de gallina.

1. Precipitacién de IgG con sulfato de amonio. Diluir 1 ml

de anticuerpo crudo con 9 ml de agua destilada y mezclar bien.
Agregar 10 ml de sulfato de amonio gota a gota con agitacién
hasta que precipite. Dejar a temperatura ambiente durante 2
hrs y posteriormente, centrifugar el IgG a 10,000 rpm durante
30 min. Por dltimo, resuspender el precipitado en 1 ml de

solucidén amortiguadora de .01 mM Tris pH 8.0.

2. Preparacién de DEAE-celulosa

a) Se necesita lavar inicialmente la columna conteniendo
DEARE-celulosa para eliminar las impurezas. Para ello, se debe
agitar el intercambiador dentro de 15 volimenes de 0.5 N HC1 v
dejar reposar por 1o menos 30 min pero no mas de 2 hrs. Luego,
lavar el intercambiador hasta que el efluyente esté a pH 4.0.
Agregar 15 volimenes de 0.5 N NaOH agitando el intercambiador
y dejar durante 30-120 minutos. Repetir el paso anterior y
lavar el intercambiador hasta que el pH del efluyente esté

cerca de neutro.
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b) Se debe eliminar presencia de gas en la solucidn. Para
ello, colocar el intercambiador en 0.1 M Tris-HCl, aplicar
vacio con agitacién lenta hasta que no se observen burbujas,
pero sin llegar a ebullicién y titular a PH 8.0 con 0.1 M base

Tris.

c) Para equilibrar el sistema se debe agitar el
intercambiador dentro de 0.1 M Tris pPH 8.0, utilizando 15-30
ml de solucidn amortiguador por cada gramo de intercambiador
seco. Titular lentamente de nuevo, con agitacidn, hasta
alcanzar el pH correcto y sustituir el sobrenadante con dos
cambios de 0.1 M Tris 8.0. Repetir los cambios de solucién
amortiguadora hasta que el pH y la conductividad se
estabilicen. Finalmente, repetir los pasos anteriores de este

inciso con .1 M Tris pH 8.0.

d) Remover material fino agregando 20 volimenes de 10 mM
Tris, pH 8.0, dejando que sedimente durante 15 minutos y
decantar el sobrenadante. Repetir este paso por lo menos dos

veces,

e) Dializar extensivamente el IgG precipitado

(proveniente del inciso 1) versus 10 mM Tris, pH 8.0 a 4¢ C.

f) Llevar a cabo la cromatografia de intercambio iénico

para IgG. Correr la solucién dializada de IgG diluido en 10
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mM Tris, pH 8.0 a través de una columna de 0.5 x 5.0 cm de
DEAE-celulosa, equilibrada como se indicé en los pasos a) al
X d) vy lavar la columna utilizando 2 volimenes equivalentes de

la misma solucidén amortiguadora.

g) Eluir IgG con un gradiente lineal de 0-500 mM NaCl en
10 mM Tris pH 8.0 en la columna equilibrada. Un gradiente
volumétrico de 40 ml permite fraccionar con adecuada
separacioén de IgG. La resolucién del punto mas alto de IgG
puede ser aumentado por medio del uso de un flujo lento y un

gradiente de volumen mayor.

h) Colectar fracciones de 1-5 ml y monitorear la

absorbancia a 280 nm. por fraccién.

1) Seleccionar las fracciones con los picos mds altos de

absorbancia a 280 nm, la cual indica IgG.



APENDICE C

Estandarizacién de ELISA utilizando anticuerpos policlonales y

monoclonales de ratén

El procedimiento general de ELISA fue el siguiente: Los
pPozZos de las placas de poliestireno (96 pozos, fondo plano,
Corning, NY) fueron cubiertos con 10 pg/ml de antigeno,
preparado como se indicé previamente. ILos antigenos solubles
diluidos en PBS-Tween fueron incubados durante la noche a 4ocC.
Los pozos fueron bloqueados con 2% de BSA e incubados durante
2 hrs a 372 (para los énsayos con anticuerpos monoclonales
este paso no fue utilizado). La solucién fue desechada y las
placas fueron lavadas tres veces con PBS-Tween, pH 7.4. Los
pozos recibieron 50ul de las diluciones de anticuerpos
policlonales o monoclonales Y se incubaron 1 hr a 37¢ C. Se
agregdé el conjugado Y sSe incubé 30 min a temperatura
ambiente. El complejo especifico antigeno-anticuerpo formado
fue detectado agregando 5¢ Hl/pozo de sustrato consistiendo de
p-nitrofenil fosfato, 1 mg/ml, en solucién amortiguadora de
dietanolamina ph 9.8, incubado por 30 min a temperatura

ambiente y leyendo la absorbancia a 405 nm.

La determinacién de la produccién de anticuerpos

policlonales en ratones se realizé utilizando diluciones
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dobles empezando a una razon 1:20 v/v. Los anticuerpos
policlonales de pello purificados por cromatografia,
previamente producidos contra S. secabies, se utilizaron COmo
control positivo. El suero de ratén sano se utilizé como
control negativo. Y se agregd en esos pozos 1/800 (v/v) de
conjugado de conejo contra IgG de pollo, molécula entera,
(1:1000, v/v) (Sigma A-9171). El conjugado utilizado para
los pozos conteniendo anticuerpos policlonales de ratén fue
1/1000 (v/v) de cabra anti-ratén, molécula entera (IgA, IgG e

IgM} (Organon Teknica Corp., Westchester PA).

Para la seleccién de las 1lineas de anticuerpos
monoclonales de ratén, los anticuerpos policlonales de ratén
fueron utilizados como control positivos, suero de ratén sano
como control negativo y uns solucidn equivolumétrica del
sobrenadante del cultivo de las lineas monoclonales fue
agregado para analizar. Se utilizaron dos conjugados; se
agregd conjugado de cabra anti-ratén IgG, 1:800 v/v, molécula
entera (A-9171, Sigma), el cual tuvo baja actividad por lo que
se substituyd por 1/1000 conjugado de cabra anti-ratén IgG,

molécula entera (A=-5153).
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