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Resumo — O objetivo destetrabalho foi aproducéo de anticorpos policlonais contraXanthomonas campestris pv.
viticola e sua caracterizagdo pelo método Elisa indireto. Os resultados apontaram a qualidade dos anticorpos
policlonais produzidos, os quais mostraram-se altamente reativos e especificos para o patovar com potencial
para ser empregado no diagndstico da doenca e em programas de certificagao.

Termos paraindexacdo: Mitisvinifera, cancro bacteriano, diagnose.

Production and characterization of polyclonal antibodies
against Xanthomonas campestris pv. viticola

Abstract — The objective of this work was to produce polyclona antibodies against Xanthomonas campestris
pv. viticola and characterize these antibodies through Elisa serological indirect method. Results indicate that
polyclonal antibodies produced were highly reactive against bacterial cells, showing specificity at the pathovar
level and potential to be used for diagnosis and certification purposes.

Index terms: Vitisvinifera, bacterial canker, diagnosis.

O cancro bacteriano da videira (Mtis vinifera), cau-
sado por Xanthomonas campestris pv. viticola
(Nayudu) Dye (Xcvi), € uma das mais importantes do-
encas do Submédio do Vale do Rio S&o Francisco, res-
ponsavel por severos danos, representando sério poten-
cial derisco ao desenvolvimento daviticulturanacional .
Essa bactéria é capaz de sobreviver em ramos de videi-
ra, nos cancros ja formados, ou associada a infecgdes
latentes nas plantas assintométicas, o que evidencia a
importanciados 6rgaos vegetativos davideiracomo ni-
chos para disseminacdo da bactéria (Araujo, 2001;
Nascimento & Mariano, 2004).

O caminho mais promissor para o controle do cancro
bacteriano davideira é, provavelmente, 0 uso de mate-
rial propagativo livre de infecgdo, integrado a préticas
de manejo que possam limitar sobrevivéncia e dissemi-
nacao da bactéria (Araujo, 2001).

Osmétodosimunol 6gi cos de deteccao baseiam-se na
capacidade dos anticorpos de reconhecer estruturas
tridimensionai s especificas de mol éculasbiol gicas, tais

como partes de proteinas ou polissacarideos. Taistécni-
cas exercem papel importante como ferramentas de di-
agnostico namedicinae, também, napatol ogiade plan-
tas(Levanony et al., 1987). O uso de células bacterianas
intactas naimunizagdo resultaem anti-sorospoliclonais,
gue consistem de uma mistura de diferentes anticorpos
sintetizados, em resposta aos varios determinantes
antigénicos.

O emprego desses anti-soros como teste, nadeteccao
microbiol 6gicaem material vegetal exige acaracteriza-
cdo de possiveis reacdes cruzadas, bem como a
incrementacéo da qualidade do anti-soro, por meio de
técnicas especificas de purificacdo (Reis et a.,1997).

Este trabalho objetivou a producéo de anticorpos
policlonais contra Xcvi utilizando, para sua identifica-
¢ao, 0 método soroldgico Elisaindireto, o qual poderia
ser empregado para certificagdo de mudas de videira,
particularmente nainstalacdo de pomares, em areasain-
daisentas do pat6geno.
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Para a produc&o dos anti-soros seguiu-se o procedi-
mento relatado por Reiset al. (1997, 2000), sendo utili-
zadas, como antigenos, as células intactas dos isolados
Xcvi ENA4558 e ENA4560, crescidas em frascos de
Erlenmeyer, com 50 mL demeio DY GS.

As células bacterianas foram centrifugadas a
5.000 rpm (Eppendorf, modelo 5415D) por 15 minutos,
0 sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 3 mL de agua destilada esterilizada.
Procedeu-se amais uma centrifugagdo a’5.000 rpm por
10 minutos, repetida por trés vezes. Apos a Ultima
centrifugacdo, a massa de bactérias foi ressuspendida
em 3 mL de &gua destilada esterilizada e tratada termi-
camente a 90°C por 30 minutos, para desnaturacéo e
eliminacdo das proteinas flagel ares.

Tomou-se 1 mL da suspensdo de bactérias, adicio-
nando-se 0,5 mL de adjuvante completo de Freund mais
0,5 mL deadjuvanteincompleto. O volumede 1 mL dessa
mistura foi usado para injecdo subcuténea, em cinco
pontos diferentes dalinha dorsal de coelhosfémeas, de
seis meses de idade, da raca Nova Zelandia.

Asimunizagdes subsequientes foram feitas utilizan-
do-se 1 mL do antigeno aplicado, viaintramuscular, na
coxa, sem adjuvantes, aintervalos com variagdo de 7 a
10 dias. Ap6s a quarta imunizacdo, foram colhidas as
primeiras amostras de sangue dos coelhos, correspon-
dentes, em média, a 10 mL obtidos do tergo superior da
orelha, utilizando-se seringa hipodérmica descartavel.
O material coletado permaneceu no interior da seringa,
sendo deixado a temperatura ambiente por 8 horas.
O plasma foi separado, centrifugado por duas vezes a
2.000 rpm por 10 minutos e colocado em banho-mariaa
55°C por 30 minutos, parainativacao de proteinas que
compdem o sistema complemento. Posteriormente, 0s
soros foram identificados e estocados a 4°C.

Antes dos ensai 0simunol gi cos, os anti-soros foram
purificados, por passagem em colunacontendo proteina
“A”, extraida de Saphylococcus aureus, embebida em
agarose. Foram eluidos 5 mL de tampé&o de ligacéo
(20 MM Na&POs3, pH 7,0), através da coluna “HiTrap
Protein A”. Em seguida, foram aplicados 10 mL do soro,
diluidos a 1:100 em tampao de ligagdo. As colunas fo-
ram lavadas novamente com 5 mL de tamp&o de liga-
¢do, o materia eluido foi continuamente descartado, la-
vando-se, assim, as imunoglobulinas ndo-especificas e
outrasproteinas. Na etapafinal, foi adicionado 1 mL de
tamp&o de eluicdo (100 mM &cido citrico, pH 3,0), as
imunoglobulinas 1gG foram eluidas dafase estacionaria
(proteina“A” em agarose) e recolhidas em frascos de
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vidro esterilizados. A esses frascos foram adicionados
200 pL de tampéo tris-HCI pH 9,0, que elevaram o pH
da solucéo contendo o anti-soro purificado. Para evitar
possivelscontaminagoes, foi utilizadaazidasodica, numa
concentracgdo final de 0,02%. Os soros, identificados
como AC 4558 e AC 4560, foram armazenados a 4°C
até o momento dos testes.

O método indireto Elisa (“Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”), proposto por Levanony et al.
(1987), com adaptacbesde Reiset al. (1997), foi utiliza-
do paraverificar asensibilidade e o titulo dos soros pu-
rificados AC 4558 e AC 4560, nas dilui¢Bes 1:1, 1:10,
1:50, 1:100, 1:200, 1:500 e 1:1000, bem como o nivel de
reac8o cruzada, testando-os contra diferentes isolados
de Xanthomonas campestris pv. viticola (ENA4557,
ENA4558, ENA4559, ENA4560, ENA4561 e
ENA4562), X. campestris pv. vesicatoria (ENA1071),
X. campestris  pv. campestris  (ENA4556),
X. campestris pv. mangiferaeindicae (ENA4577),
Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis
(ENA4547), Agrobacterium tumefaciens (ENA4580),
Pectobacterium sp. (ENA4551), Herbaspirillum
rubrisubalbicans (M4), H. seropedicae (Z67),
Azospirillum brasilense (Cd), A. lipoferum (Sp59) e
Burkholderia brasilense (M130).

O método consistiu do crescimento dos isolados
bacterianos em meio de DY GS, a 30°C, por 24 horas,
sob agitagdo (150 rpm), seguido de centrifugacdo de
aliquotas de 1 mL a 2.000 rpm por 3 minutos e
ressuspensdo em 1 mL de tamp&o carbonato-bicarbo-
nato 50 uM pH 9,6.

Em seguida, foram feitos gjustes das concentracoes
dos antigenos para uma densidade ética (DO) igua a
1,0+0,1, lida em comprimento de onda | = 436 nm.
Os pocos das placas de Elisa foram, ent&o, impregna-
dos com 50 pL dos antigenos calibrados, seguindo-se
incubagdo a 4°C por 16 a 18 horas. Decorrido esse pe-
riodo, os pogos foram lavados com solugdo de lavagem
[tampdo PBS(gL1): NaCl, 8,0; KCI, 0,2;
Na,HPO,4.2H,0, 1,4; KH,PO,4, 0,2; 0,05% de
Tween 20; e 0,5% de BSA] e as reagdes inespecificas
foram bloqueadas, utilizando-se solug&o de soro
abuminabovina (3% em PBS) por 30 minutos, a 37°C.

Foram adicionados 50 L do anticorpo por poco, na
diluicdo adequada ao tipo de ensaio, incubando-se as
placas por mais 30 minutos, a 37°C. Repetiram-se trés
lavagens com 200 L dasolucéo PBS por poco. Foram,
entdo, aplicados 50 puL de anticorpo secundario
(imunoglobulinas 1gG de cabra, conjugadas com
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peroxidases produzidas contraimunoglobulinas de coe-
Iho), diluido 1:1000 em PBS, incubado por 45 minutos
a 37°C e, posteriormente, os pocos foram tratados com
solucdo de lavagem por cinco vezes. Adicionou-se, por
fim, 100 pL de Signal ABTS (Tampéo para ABTS —
solucdo estoque: 1,67 g detampédo paraABTSem 10 mL
de &gua destilada; solucdo para o substrato: diluicdo do
tampédo para ABTS 1:10 em &gua destilada, acrescen-
tado de 1 mg mL-1 de ABTS). Durante o tempo de rea-
¢do do substrato com a enzima, as placas foram agita-
das a 100 rpm e as leituras de absorbancia, apds de-
senvolvimento da reacdo, foram realizadas em
espectrofotdmetro Labsystem Multiskan Plus, com fil-
tro de 405 nm. Os dados foram processados pelo pro-
grama “Labsystems Transmit Multskan Plus for
Windows”.

Os controles foram obtidos com pogos preenchidos
COM SOro pré-imune ou sem o anticorpo primario, semo
anticorpo secundario, sem antigeno e somente com o
substrato (Signal ABTS), aplicado diretamente em de-
terminados pogos da placa. Diminuidos os valores de
absorbancia dos soros pré-imunes, foram consideradas
positivas todas as reacdes cujos val ores foram superio-
res ao obtido da subtracéo.

Para determinar a sensibilidade dos anticorpos pro-
duzidos (nivel minimo de detecgéo do antigeno), células
do antigeno Xcvi foram diluidas em concentracGes com
variagdo de 10! a 108 ufc mL-1 e submetidas ao método
Elisa

Os dados foram analisados com a aplicacéo de ana-
lise de variéncia univariada paramétrica, mediante
teste F, apOs os dados serem transformados com a ex-
pressdo (X + 0,5)%5, paraadequagéo dadistribuicado dos
erros aleatdrios a curva normal e homogeneidade da
variancia. A significanciado teste Ffoi avaliadaapartir
da aplicacdo do teste de Scott-Knott, para a compara-
¢do das médias observadas em cada tratamento, a 5%
deprobabilidade.

Os soros apresentaram reatividade acimadadiluicéo
de 1:500, com valores de absorbancia superiores aos
controles (ensaio em branco), representados pelos po-
¢os das reagdes com soros pré-imunes (Figura 1).
Os maiores val ores encontrados nesses controlesforam
tomados como pontos de referéncia, abaixo dos quais
as reacOes foram consideradas negligenciaveis.

O critério adotado para definicdo do titulo de anti-
soros, geral mente, basel a-se nadilui¢do maximade maior
reatividade. Entretanto, éimportante observar que dilui-
¢Oes crescentes de 1gG tendem a promover um aumen-

to de especificidade, associado aquedade sensibilidade
(Schloter et al., 1995). Ta efeito paradoxa deve ser
sempre considerado nadefini¢do do titulo do anti-soro e
é fortemente dependente do objetivo da pesquisa.
Por exemplo, em ensaios de deteccdo in situ, onde a
concentracdo do antigeno € variavel, e onde uma série
de sitiosantigénicos podem aumentar consideravel mente
as reacOes inespecificas, seria recomendavel o empre-
go dediluicbes de 1gG, menores do que aquel as utiliza-
das em ensaios com culturas puras, da respectiva bac-
téria. DiluicOes até 1:500 podem ser empregadas para
0s anti-soros purificados (anticorpos AC 4558 e
AC 4560). Porém, neste trabal ho, procurou-se utilizar a
diluicdo que fosse amais reativa, sendo assim, a dilui-
¢do escolhida e utilizada nostestesde Elisafoi de 1:10.

O nivel minimo de deteccéo dabactéria, paraosdois
anticorpos produzidos, apresentou-se dentro danorma-
lidade, mostrando boa sensibilidade em diluigdes equi-
valentes a 106 ufc mL-1 (Figura 2). Observou-se que o
soro produzido contrao isolado 4558, foi capaz de apre-
sentar razoavel reatividade com a concentracdo de bac-
térias até 10*ufc mL-1, apresentando um limite de
deteccdo ainda mais promissor paratrabalhos de diag-
nostico, que utilizam material vegetal. Os valores obti-
dosforam satisfatérios, considerando-se o nivel tedrico
(10° ufc mL-1), creditado para essa técnica. Resultados
comparaveis foram encontrados por Reis et al. (1997),
com soros também purificadosem proteinaA, em queo
nivel minimo de detec¢céo situou-se em torno de
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Diluigao do soro purificado
Figura 1. Determinag&o do titulo dos anticorpos policlonais
AC 4558 (@) e AC 4560 (A ), produzidos contra Xanthomonas
campestrispv. viticola, pelo método Elisacom filtro deinter-

ferénciaa405 nm.
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106 ufc mL-1, para o isolado Z67 de Herbaspirillum
seropedicae.

A determinacéo da especificidade, dos anti-soros pu-
rificados, foi abtida por meio detestes de reac&o cruza-
da com os anticorpos AC 4558 e AC 4560, na diluicéo
de 1:10, contra um nimero de espécies de bactérias
fitopatogénicas (Figura 3). Os valores obtidos foram
expressos em percentuais de reacdo cruzada, adotan-
do-se como 100% os padrdes de densidade ¢tica, refe-
rentes aos isolados de Xcvi que deram origem ao anti-
soro. Ambos os anticorpos foram sensiveis contraisola-
dos da espécie original, a cancando val ores médios su-
periores a85%. Embora tenham sido verificadas rea-
¢Oes cruzadas contra diferentes espécies de bactérias,
estas ocorreram em baixos percentuais.

As reacOes cruzadas mais el evadas (aproximadamen-
te entre 20% e 30%) relacionaram-se as fitobactérias
Xanthomonas  campestris  pv. vesicatoria,
X. campestris pv. campestris e X. campestris
pv. mangiferaeindicae, as quais diferem de Xcvi ape-
nas em nivel subespecifico, o que poderia justificar as
afinidades sorol Ggicas constatadas.

ReagOes cruzadas entre patovares de Xanthomonas
com anti-soros policlonaistém sido registradas, mas séo
de pouca importancia pratica, uma vez que esses
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Figura 2. Determinagdo do nivel minimo de deteccdo dos
anticorpos policlonais AC 4558 (@) e AC 4560 (A) anti
Xanthomonas campestris pv. viticola, utilizando anticorpo

primério diluido a 1:10 e anticorpo secundario a 1:100, pelo
método Elisacom filtro deinterferénciaa405 nm.
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patovares possuem hospedeiros especificos (Alvarez &
Lou, 1985). Mesmo anticorpos monoclonais podem de-
senvolver reagOes cruzadas, conforme se verificou em
estudo com X. campestris pv. mangiferaeindicae
(Sanders et al., 1994). Os anticorpos AC 4558 e
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Figura 3. Reacéo cruzada dos anticorpos policlonais
AC 4560 ([]) e AC 4558 () com diferentes espécies
bacterianas pelo método Elisa. Barrastransversaisindicam
erro padréo da média; tratamentos com a mesma |etra ndo
diferem entre si pel o teste de Scott-Knott, a 5% de probabi-
lidade.
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AC 4560 revelaram padréo homogéneo de reatividade
(p>0,05, teste F), exemplos disto sdo osval oresde 100%
obtidos contra os isolados ENA4558 e ENA4560 de
Xevi, para ambos os anticorpos.
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