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Figuza 301 Prucbas scrolépicas empleadas frecuentemente para o deteccidn de virus,
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Pruebas.de deteccién de-virus, viroides...

De las técnicas mas generalizadas cabe mencionar la observacién de
particulas virales en extractos vegetales (‘dip kmetyhod’), la inmuno-
electromicroscopia (IEM) con sus variantes, y los cortes ultrafinos de
tejidos vegetales donde se observan, ya sea el patogeno directamente o ya
las anomalfas citoldgicas (inclusiones virales y efectos citopatoldgicos) que
son una secuela de la presencia de aquél.

El material elegido para estudi6 debe someterse a distintos procesos que
lo ponen en condiciones de ser observado al microscopio electrénico
ofreciendo una visién adecuada de viriones y componentes celulares.
Asimismo, es necesario un adecuado ‘soporte’ o porta-espécimen para
lograr un buen preparado. La preparacién del soporte y del espécimen se
describen a continuacién de manera resumida.

Basicamente, se emplean como portaespecimenes pequefias rejillas de
metales no magnéticos como cobre, niquel, oro y otros. Las méis comunes
son de cobre, tienen forma circular con 3 mm de didmetro, y unreticulado
de malla 300. '

El montaje del espécimen requiere a veces que se cubralarejillacon una
fina pelicula trasparente a los electrones, que ayude al sostén del material y
asu visualizacién, Por lo comin, las coberturas se hacen con los siguientes
materiales: a) nitrocelulosa en solucién (Colodién, Parlodién, Necolor-
dine, etc.); b) formaldehidos polivinilicos (Formvar); ¢) deposicién de
carbon evaporado; d) una combinacién de los anteriores.

Las peliculas de Colodidn se preparan dejando caer una o dos gotas de
Colodidn disuelto al 2% en acetato de amilo, sobre una superficie de agua
muy limpia: la solucién se esparce sobre la superficie, el solvente se
evapora, y queda flotando una pelicula de Colodidn. De varias maneras se
coloca esa pelicula sobre las rejillas; la mas simple consiste en tomar la
rejilla con una pinza, sumergirla en el agua por debajo de la pelicula y, con
un movimiento rapido, levantarla con el fin de que aquélla quede adherida
a la superficie de la rejilla. La desventaja del Colodién es su debilidad
frente al bombardeo de electrones; por ello, en algunos casos conviene
remplazarlo por Formvar o reforzarlo con una fina capa de carb6n. Los
detalles de estos procedimientos pueden consultarse en diversos textos
(Kado y Agrawal, 1972; Noordam, 1973). ’

Preparados a partir de extractos vegetales. Las suspensiones virales
pueden obtenerse de exudados celulares obtenidos de cortes de tejidos
frescos, de trozos de callos, o de estrias de epidermis. Una forma simple de
visualizar los viriones es el método de inmersién (’dips’), propuesto por
Brandes en 1957 y mejorado con las variantes y modificaciones introduci-
das desde esa fecha. Consiste, basicamente, en colocar una gota de agua o
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de alguna solucién sobre un portaobjeto limpio y tocar su superficie con la
zonarecién cortada de un tejido vegetal fresco, durante unos segundos; de
este modo, el contenido de las células rotas fluye hacia la gota de agua y los
viriones quedan en suspensién. Se toma una rejilla,'ya cubierta con una
pelicula, y se toca con ella la superficie de la gota permitiendo que la
suspensién adhiera a la pelicula; se retira luego el exceso de liquido y se
deja secar la rejilla al ambiente, protejida del polvo. ..

Los virus son relativamente trasparentes a los electrones y para visuali-
zarlos eficazmente deben contrastarse con atomos de algiin metal pesado.
Las técnicas mas empleadas, y apllcables al trabajo con plantas, sonlade
‘tincion negativa’y la de ‘sombreado’; este ultimo estaba muy dlfundldo
antes de que se propusiera la tincion negatlva El sombreado consiste en
cubrirlos viriones con una capa de-un metal denso alos'electrones como el
paladio, el tungsteno, el platino, €l oro, o €l uranio. El proceso se realiza
vaporizando esos metales en el interior de camaras de alto vacio, de modo
que los atomos proyectados se depositen sobre las particulas virales,
cubriéndolas parcialmente. De esta manera se las puede V1suahzar y reco-
NOCET sin 1nconven1entes (Milne, 1972)

Latincién negativa (‘dips’) consiste en colo€ar el extracto celular en una
solucién de un metal pesadd como el tungsteno, el molibdeno, o el uranio.
Se han probado diferentes derivados de esos metales, pero los vir6logos
prefieren emplear el fosfotungstato de potasio, el molibdato de amonio, el
silicotungstato de sodio, el acetato de uranilo, o €l formiato de uranilo. De
ellos, el mas comun es el fosfotungstato de potasio (KPT); se emplea en
solucién acuosa al 19%-2%, de pH 6.5-7.0 o en béfer de acetato de amonio
0.1 M, de pH 6.5-2 7.0. Sobre una rejilla previamente cubierta con Colo-
dién u otra pelicula se vierte una gota de KPT;flotando sobre su superficie
se coloca un pequefio trocito de epidermis o del tejido que se estudia y se
deja alli de 1 a 5 minutos. También se puede proceder a la inversa: sobre
una gota colocada en un portaobjeto se-rompen células del tejido que se
observara y se deja flotar la rejilla.en la gota de modo-que la cara cubierta
por la pelicula quede en contacto con la superficie de la gota. Se tomaluego
la rejilla con una pinza de punta fina y se le retira el exceso de liquido,
absorbiéndolo por uno de sus costados con un trozo de papel de filtro.
Finalmente, se deja secar la rejilla y se observa.

La tincién negativa permite que el metal pesado se infiltre en las depre~
siones, intersticios y orificios de los viriones a medida que la solucién se
deshidrata. Al observar la muestra al microscopio electrénico aparecen
oscuras las zonas donde se concentr6 €l metal y claras las zonas de menor
densidad (protuberancias), lo que da origen a una imagen ‘negativa’ del
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espécimen. En la deteccién de virus en cultivos de tejidos, estos métodos se
deben emplear con precaucion, ya que los virus que se encuentren en baja
concentracién pueden no ser detectados.

Inmuno-electromicroscopfa. Hay varios métodos que combinan las
ventajas de la microscopia electronica y del serodiagnostico; en uno de
ellos se emplean rejillas cuyo soporte ha sido cubierto con una capa de
anticuerpos. especificos al virus que se pretende detectar. El método fue
originalmente publicado por Dervick en 1973 y ha sido denominado de
diversas maneras: ‘método Dervick’, ‘regjillas activadas con anticuerpos’,
‘microscopia electronica seroldgicamente especifica’(serologically specific
electron microscopy, SSEM), y ‘microscopia electrénica de inmunoadsor-
cién’ (immunosorbent electron microscopy, ISEM). Este tiltimo es proba-
blemenite ‘el nombre més -adecuado y se emplearé ¢n este capitulo al
describir:la técnica (Mllne 1980). -

La técnica con51ste en adsorber anticuerpos a la pelicula soporte que se
emplea para‘atrapar’, en forma especifica, cualquier particula viral sero-
l6gicamente relacionada. De esta manera se puede aumentar la sensibili-
dad hasta 10,000 veces en relacidn con las rejillas no tratadas.

Se necesitan dos etapas de incubacion: a) para adsorcion de los anti-
cuerpos a la rejilla, y b) para adsorcién del virus a los anticuerpos. En
ambas etapas se pueden emplear periodos cortos [5 min para a) y 15 min
para b)] o largos [1/ 2ha 3hparaa)y hasta 70 h para b)); la elecc16n
depende de la necesidad de un diagnostico rdpido o de una mayor preci-
sion. Se recomlenda emplear rejillas cuyas coberturas de carbén sean
recientes. El antisuero debe emplearse en diluciones equlvalentes al titulo
para pruebas de difusi6n en agar o de prec1p1tac16n en portaobjetos, si el
titulo es de 1/1024 o mayor; si es menor que este valor, la dilucién puede
llevarse al doble del titulo. Las diluciones se hacen con bofer de fosfato
0.1 M, pH 7.0, 0 bien en Tris, veronal, o cacodilato. La temperatura de
incubacion puede variar entre 4 y 37 °C, aunque en general se prefieren
temperaturas bajas para €vitar problemas de evaporaclén odeinteraccién
electrolitica con el metal de la I‘C_]llla Los pasos que se siguen para aplicar
la técnica son:

1)’ Colocar pequefias gotas de antisuero diluido sobre trozos de ‘Para-
film’, en cajas Petri humédecidas. Incubar las. rejillas durante 30
minutos haciéndolas flotar sobre las gotas por la cara cublerta porla
pelicula.

2)' Enjuagar la cara, hﬁniedé de la rejilla (manteneniendo la otra cara
seca) con 20 gotas consecutivas de tampo6n (bofer) de fosfato 0.1 M, de
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pH 7.0; eliminar luego el exceso con papel de filtro evitando: que la
rejilla se seque. '

3) Colocar la rejilla por la cara sensibilizada sobre una gota del extracto
que puede contener el virus, durante varias horas (p. C_] durante la
noche) a baja temperatura ‘

4) Enjuagar, igual que en en el paso 2), con 30 gotas:de agua destilada.

5) ‘Enjuagar con 6.gotas de acetato de uranilo disuelto en.agua al 2%, para
proporcionar contraste, y. retirar luego el exceso con papel de filtro.
Dejar secar y observar al mxcroscopxo electrénico.

Estudio de cortes ultrafinos. Los cortes ultrafmos permlten observar las
particulas virales en las células, asi como los efectos citopatolégicos que
son consecuencia de la infeccién viral. En este Gltimo caso, las anormali-
dades citopatolégicas (p. ¢j., 1a deformacién de cloroplastos o membranas,
la presencia de inclusiones, etc.) son $uficientes para confirmar la infeccién
viral. Los cortes sg pueden preparar con material procedente de cualquier
etapa del cultivo de tejidos o de plantas establecidas en tierra.

El método es costoso'y se justifica su empleo sélo cuando otras técnicas
han resultado dudosas y cuando se trata de relaciones hospedante-
patégeno suficientemente documentadas que facilitan el reconocimiento
de los efectos citopatolégicos. Sin embargo, es un elemento valiosisimo
para asegurar la presencia de ciertos patégenos como los micoplasmas.
Los detalles y los procedimientos para aplicar esta técnica escapan al
objetivo de este trabajo y pueden consultarse en Kado y Agrawal, 1972.

Observacion de inclusiones virales en el microscopio de luz

Uno de los cambios especificos mas espectaculares causados por la
infeccién viral es la produccion, en la célula, de pequefios cuerpos, llama-
dos inclusiones, que difieren de las estructuras celulares normales. Estos
cuerpos varian en forma y composicién y pueden estar localizados en el
nucleo o en el citoplasma. En términos generales, las inclusiones se clasifi-
can como amorfas y cristalinas (Figura 30.2) y dentro de estos tipos hay
variantes que en muchos casos, por sus caracteristicas, permiten realizar
un diagnéstico certero del virus (Rubio-Huertos, 1972; Edwardson, 1974).
Las inclusiones pueden visualizarse directamente con 6ptica de contraste
de fase o se tifien para diferenciarlas de otros elermhentos celulares. Las
inclusiones son abundantes en 1as células epidérmicas de hojas y tallos que
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Figura 30.2, Inclustones virales observadns con microscopio de luz
A) Tricoma de ¥Nicottana tabacuan donde se observa una inclusion cnstaling
(1) del virus del mosaico del tabaco, B) Células epidérmicasde Vicia faba donde

se observim inclustones amorfas (1 = nclusiones; N = ndcleo).

muestren sintomas de la enfermedad. Enconsecuencia, este método permi-
tiria discriminar los sintomas virales de aquéllos producidos por anorma-
lidades lisioldgicas. Las inclusiones se pueden observar en estrias epidér-
micas obtenidas de hojas, en tricomas, o en cortes cuando no es posible
extraer la epidermis o cuando las inclusiones estin localizadas en otros
tejidos.

Algunos de los colorantes empleados en métodos ripidos son "Calco-
mine orange 2 Rs', *Congo rubin’,"Luxol brilliant green BI",*Methvl green”,
‘Methylene blue chloride’ y "Phloxine”, Todos ¢llos pueden disolverse en
una mezela de Methyl cellosolve® al 19, aleahol etilico de 953%, y agua, en
la proporcidn 2:1;1 (Christie, 1967). Los detalles sobre el empleo de estas
téenicas y los resultados obtenidos con ellas pueden consultarse en el
trabajo de Rubio-Huertos (1972).

Deteccion de viroides por electroforesis

En el Centro Internacional de la Papa (CIP), ademis de las plantas
indicadoras como lomate (Lycopersicon esculentumy v Scopolia xinensis,
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se ha puesto en préctica un método electroforético para detectar el viroide
del ‘tubérculo ahusado de 1a papa’, PSTV (Potato Spindle Tuber Viroid).
Los viroides no se recubren de proteina y estan constituidos linicamente
por 4cido nucleico (RNA) de bajo peso molecular. La mayoria de los
métodos aplicados en forma rutinaria para la deteccién de virus (micros-
copio electrénico, serologia) no sen aplicables a los viroides y por'ello es
necesario ‘visualizar’ el RNA del viroide separandolo de los RNA de la
planta mediante electroforesis. El procedimiento segtin Salazar (1982)
incluye los siguientes pasos:

1) Extraer la savia de 0.5 g de tejido infectado con 1.5 ml de bofer de
extraccién (20 ml tetraacetato de etilenodiamino de sodio (EDTA)
0.1M+10mINH,OH4 M+ 60 mi LiCl 10 M + 50 ml H,O) y con 2 ml
de fenol saturado que contenga 10% de m-cresol y 0.1% de
8-hidroxiquinolina. Agitar. Mantener los extractos en hiela.

2) Centrifugar el extracto a 9000g durante 10 minutos.

3) Extraer la fase acuosa y afiadir dos voliimenes de etanol. Agitar la
mezcla y almacenarla a -20 °C de 30 minutos a | hora.

4) Hacer sedimentar el dcido nucleico a 10,000 rpm durante 10 minutos;
disolver el precipitado (‘pellet’) en 0.1 ml de agua destilada mds una
gota de sacarosa al 20% con azul de bromofenol.

Las muestras as{ procesadas se siembran en geles laminares (‘slabs’) de
poliacrilamida y se someten a una corriente de 100 voltios durante 4 horas
(a12-15°C) o hasta que el marcador (azul de bromofenol) haya migrado de
9 a 10 cm. Se tifien toda la noche con azul de toluidina 0.1% o con azul de
metileno y se destifien con dos o tres cambios de agua corriente, El RNA
del PSTV migra mds lentamente que el 9S RNA y suele ubicarse en la
mitad del camino recorrido por éste, junto con el 5SS RNA. Su ubicacién se
hace por comparacién con el testigo sano que siempre debe incluirse en la
prueba. '

Deteccion de Microorganismos Patégenos
Vasculares

Al hacer un cultivo con explantes que poseen sistema vascular' diferen-
ciado (p. €j., pices de estolones, yemas o meristemas apicales con varios
primordios foliares), debe tenerse en cuentala pasibilidad de una infeccién
sistémica por hongos y bacterias fitopatégenos, como ocurre con algunos
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representantes de los géneros Fusarium, Verticillumy Erwinia. Esta situa-
cién es comun al multiplicar especies ornamentales como helechos, Die-
ffenbachia, crisantemos, claveles, y otras especies. En algunos casos, la
acidez del medio, acentuada por accién de las raices de las plantas (p. €j., de
Dieffenbachia) impiden que las bacterias presentes en el tejido vegetal se
manifiesten visiblemente en el medio de cultivo; por ello, las plantas que
alli crecen pueden estar infectadas. ‘

Un método eficaz para detectar esas infecciones enmascaradas ha sido
propuesto para Dieffenbachia picta "Perfection’ (Knauss, 1976) y puede
adaptarse perfectamente a otras especies. El método constade varios pasos
que pueden resumirse de la siguiente manera (Figura 30.3). A una planta
desarrollada en un medio de cultivo se le separa el tallo de la raiz, que es
eliminada; el tallo se corta en secciones o discos de 0.5 a.1.0 mm de espesor,
comenzando desde la porcidén basal y dejando intacto el dpice, que se
- siembra en un medio de enraizamiento para producir una nueva planta.
Las secciones se dividen en grupos de cuatro, para sembrar cada una de
ellas en cuatro medios diferenciales. La incubacion se realiza durante
3 semanas, a una temperatura de 26 a 28 °C, en tubos agitados periédica-
mente para promover la aireacién. El crecimiento de hongos o bacterias en
cualquiera de los tubos significa la eliminacién del 4pice que se conservd
para hacerlo arraigar. Si no se observa el crecimiento de organismos, la
prueba se repite de igual modo con la planta derivada del dpice; si de nuevo
hay resultado negativo, se hace una tercera prueba para decidir definiti-
vamente sobre el destino de la planta resultante. Los cuatro medios de
cultivo empleados son: a) Extracto de levadura, 10 gr; dextrosa, 10 gr;
caldo de cultivo, 1 litro. b) ¢ Sabourad leco c)‘Broth AC leco d) Caldo
‘Trypticase Soy’ BBL

Aplicaciones
A. Pruebas para detectar virus de frutilla (fresa)

Objetivo

Determinar la presencia de alguna de las siguientes enfermedades tras-
misibles de la frutilla: ‘mottle’, ‘veinbanding’, ‘crinkle’, ‘mild yellow-edge’,
‘tomato ring spot’, ‘pseudo mild yellow-edge’ ‘latent C’ ‘leaf roll’ (Fra-
zier, 1974a y 1974b). : ‘
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Figura 30.3. Esquema del métodode deteccién de bacterias y hongos en plantas cultwadas

in vitro (segtn :Knauss,::[976).

A) Planta que ha adquirido un desarrollo adecuado para. iniciar la prueba.
B) La planta se retira del tubo y se secciona asépticamente en pequeflos discos
dejando intacto el apice. C) El 4pice se coloca en un tubo con medio para
enraizamiento. La planta enraizada se somete al mismo proceso dos veces
consecutivas. D) Los discos del tallo se siembran en cuatro medios de cultivo
diferentes (a, b, ¢ y d). Evaluacién: si no se observa crecimiento de hongos o
bacterias en los medios amp.lgados después da rcpetu- tres veces la prueba, se
considera que Ia planta estalibre deellos. §i, por el contrario, hay crecimiento,
en cualquiera de ellos, el cultivo y la planta se eliminan.

Materiales

- Plantas de frutilla obtenidas de cultivos de meristemas apicales o trata-
das por termoterapia —o ambas cosas: cultivadas y tratadas— presun-
tamente libres de virus y micoplasmas.

- Plantas sanas y bien desarrolladas de las siguientes especies y clones:
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a. de Fragaria vesca: clones UC4, UC-5, UC-6;
b. de Fragaria virginiana: clones UC-10, UC-11 y UC-12;
¢. de Fragaria vesca Alpine, provenientes de semilla.

El grupo minimo que se inocula debe incluir por lo menos los clones
UC-5, UC-11 y Alpine.

- Hojas de afeitar.

- Cintas de latex, ‘Parafilm’ o polietileno para atar los injertos.

Procedimiento

1) Elegir una hojamadura (de la mitad de la planta) que posea un peciolo
vigoroso. Separar el foliolo central prepardndolo en forma de cufia,
cuyo extremo mas fino deje visibles los haces vasculares. Mantener esa
porcién sumergida en agua para evitar deshidratacion (Figura 30.4, A
y B).

2) Elegiruna plantade cada clon indicador; tomar de ella hojas desarro-
lladas completamente, cortar el folfolo central, y practicar una inci-
sibnalolargoy porelcentro del peciolo, de longitud similar alade la
cufia del folfolo preparado antes (Figura 30.4, C).

3) Insertarelfoliolodela planta qim se probard en el corte del peciolo de
laplanta indicadora. Atar copla cinta de latex, "Parafilm’ o polietileno
(Figura 30.4, D). ‘

4) Cortar todas las demés ho_|as del clon mdlcador y cubrir la planta con
una bolsa de polietileno, o ponerla en ambiente de alta humedad
relativa (Flgura 30 4, E).

5) Al ‘cabo de 2 a 5 semanas observar sintomas en las nuevas hojas
desarrolladas (Figura 304 F).

B. Pruebas seroldgicas de floculacion de latex

Objetivo

Verificar la presencia de virus en tejidos vegetafesde diversas especies,
especialmente en papa y cultivos horticolas. La prueba, segun Salazar
(1982), se describe asi:
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Figura 30.4. Deteccion de virus en frutilla (fresn) mediante of método de injerto de hoja en
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plamas indicadoras. A) Hoja de ls planta que s quiere probar, se¢ han
separado los foliolos laternles. B) Se corta ¢ peclolo en forma de cuitacon ¢l
extremo lan delgado que permita visualizar los haces vasculares, C) Hojade la
planta indicadora en la cual se ha retivado ¢l foliolo central y en cuyo pecinlo se
ha practicade un corte langitudinal. D) Se inserta ol [oliolo de a planta que se
prueba en el peciolo de la indicadora y se ata con cinta plastica o de latex. E) Se
eliminn el resto de las hojas de It plantainjertaday se cubre con plastico por 24
dias. 19 Los simtomas se observan en las hojas nncvas.
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‘ Mygrialei N

Cirai

Cajas Petri plasticas, o las de vidrio recubiertas con' FormVar

Plpetas de dxversos tamaﬁos y mlcroplpetas autométlcas o de vidrio
estirado a mano, o jeringas' con agujas finas.

Solucién salipa (0. 85%, de cloruro: de. SOle)
Tl‘lS-HCl 0.05 M, pH 72 o o

Tris-HC10.05M,pH 7.2+ PVP (p011v1n11 plrrohdona grado 40) 0. 02%
+.N;Na (azida sédica) 0.05%. -

Trls-HCI 0 05 M, pH 8.0 + bisulfito de SOle 1% + Tween-20 0 05%
Létex 0. 81;; (leco Laboratorles) N

Antlsuero

Pahllos.

Léplz de cera.

Agltador rotatorio regulable, aprox1madamente 120 oscllacmnes/ml-
nuto.

Lupa :con aumentos de 80X.a. lOOX
Centrifuga ' o

Muyestras para estudio, incluyendo testigos: sanos y enfermos.

- GagimagIObulina.
Procé.dimientb q
1) : Punﬁcar la gammaglobuliﬁa y diiulrla a la eoncentracu&n més ade-
cuada :
2) D11u1r 1 ml de la suspensuSn de létex en 14 ml de soluc16n salina
(1/15). R )
3) Sensibilizar el ldtex mezclando partes iguales (1 ml de cada uno) dgla

gammaglobulma diluida y del l1atex también diluido. Dejar 30 minu-
tos & temperatura ambienté: agltando peﬁédlcamente centrlfugar a
- 6000g durante 20 mmutos :

T
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Lavar el sedimento mediante centrifugacién por tres veces consecu-
tivas, empleando 2 ml de Tris-HC10.05 M, pH 7.2 + 0.02% PVP +
0.5% N;Na.

La solucién final de latex sensibilizado se suspende en 1 ml de
tamp6n (bédfer) Tris-HCl + PVP + azida s6dica 0.05%. Conservarla
a 4 °C,

Extraer jugo de hojas infectadas y sanas (testigos) en mortero o
prensa empleando un tamp6n Tris-HC10.05 M, pH 8.0 + bisulfito de
sodio 1% + Tween-200.05%. Hacer dos o mas diluciones (p.ej. 1/10
y 1/100) del extracto.

En el fondo de la caja Petri dibujar con lapiz de cera una cuadricula
de 8 mm de lado.

Con una micropipeta o jeringa colocar en los cuadrados las gotas
(0.1 ml aproximadamente) del jugo diluido, comenzando por la
mayor dilucién. Emplear un cuadrado paracada una. Agregar sobre
el antigeno, con una micropipeta o jeringa, una gota de latex sensibi-
lizado. Homogeneizar las mezclas con un palillo, empezando por las
de menor dilucién.

Tapar la caja y colocarla en agitador rotatorio a 130 vueltas por
minuto, de 1/2 hal h :

Leer a simple vista o con lupa, sobre fondo oscuro.

reaccién positiva se observa como grumos distribuidos homogénea-

mente en la gota; en las negativas la gota mantiene un aspecto lechoso
(Figura 30.1, B).

Nota:

C.

La gammaglobulina puede purificarse de modo similar al descrito
enlapruebade ELISA. Laconcentracion 6ptima se determinaen
una prueba previa haciendo reaccionar diluciones dobles (de 1/4
hasta 1/2048) de gammaglobulina, con diluciones desde 10-2
hasta 10-¢ del antigeno. La reaccién mas clara ¢on la mayor
dilucién del antigeno sefiala la dilucién 6éptima de la gammaglo-
bulina para sensibilizar mayores cantidades de latex. M4s antece-
dentes se pueden consultar en Ball (1974) y en Salazar (1982).

Prueba inmunoenzimatica ELISA

Objetivo

Detectar virus que se-encuentren en baja concentracién en tejidos vege-

tales

y realizar pruebas con un numero elevado de muestras. La prueba,

seglin Clark y Adams (1977b), se describe asi:
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1Y)

2)

3)

4

5)

Materiales

Placas para micro-ELISA.

Pipetas autométicas de 050 ul y 50- 200 pl
Fotometros para lectura a 405 nm y en ultravioleta.

Tampones: PBS; PBS-T; PBS-T-PVP senmbnhzado’ ‘sustrato (ver
férmulas mas adelante).

Polivinil pirrolidona PM 40,000.

Ovoalbmina. o

Gammaglobulina purificada (IgG).

Fosfatasa alcalina .tipé VII-T o Tipb VII-TA (Sigma‘C’hemical Co.)
Sustrato para fosfatasa alcalina (fosfato de p-nitrofenilo).
Procedimiento

Agregar 200 pl de IgG diluida en tamp6n de ‘sensibilizado’ (la concen-
tracién 6ptima debe ajustarse previamente para cada lote, probando
valores de 0.1, 1.0 y 10 ug/ml). Cubrir con Parafilm o colocar en
‘c4mara hiimeda. Incubar de 2 a 6 horas a 37°C. Vaciarla placaylavar
con PBS-T tres veces consecutivas. Vaciar nuevamente y secar la
superficie con papel filtro.

Afiadir a cada celdilla 200 U1 de jugo de planta o de antigeno (o de la
solucién que se prueba) diluidos (aprox. 1/10) en PBS-T-PVP.
Emplear como testigos celdillas con muestra de plantasana, de planta
enfermay contampon PBS-T-PVP. Cubrir paraevitar laevaporacioén
e incubar durante la noche a 4 °C. Lavar como en el paso anterior.

Agregar a cada celdilla 200 1l de conjugado diluido (se determina
previamente el 6ptimo con valores de dilucion de 1/400, 1/1200 y
1/3600) en PBS-T-PVP + ovoalbtimina 0.2%. Incubara 37°C,de 3a 8
horas. Lavar como en el paso anterior.

Afiadir 200 ml de sustrato (fosfato de p-nitrofenilo) recién disuelto en

" tampén sustrato en concentracién de 0.6-1.0 mg/ ml. Incubar a tempe-
ratura ambiente hasta visualizar la reaccion (generalmente, 1/2 horaa
2 horas). La aparicion de color en los testigos sanos es una sefial para
estimar el tiempo méaximo de reaccion.

Si la lectura no se realiza inmediatamente o se prolonga por mucho
tiempo, detener la reacciéon agregando 50 ul de NaOH 3N.
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Hacer la lectura visualmente o con fotémetro para valores de absor-
bancia A 405 nm.

Teéricamente, cualquier valor de A 405 superior al del testigo sano
debiera considerarse procedente de tejido enfermo. Sin embargo, las lectu-
ras en los testigos negativos (sanos) su¢len ser variables. Como limite para
separar lo sano de lo enfermo se puede considerar dos veces la desviacion
estadndar de los testigos sanos o el doble del promedio de los mismos. El
criterio que se emplea debe ajustarse a la experiencia acumulada en cada
caso.

Nota: Las placas se pueden reutilizar, manteniendo la sensibilizacién

con la IgG, mediante lavado con 0.2 ml de glicina-HCl de pH 2.2
durante una hora (Bar-Joseph et al., 1979b). También se puede
emplear HCI IN durante 24 horas, en cuyo caso las placas no
quedan sensibilizadas.

Purificacién de la IgG

1) Agregar 9 ml de agua destilada a 1 ml de antisuero.

2)° Agregar 10 mlde solucién saturada de sulfato de amonio para precipi-
-~ tar la IgG.

3) Dejar la solucién a temperatura ambiente de 30 a 60 minutos.

4) Centrifugar a 10,000g durante 15 minutos. El sedimento se resuspende
en 2 ml de PBS diluido a la mitad (PBS %).

5) Dializar tres veces contra 500 ml de PBS %, durante perfodos de 4
horas o mds.

6) Pasar 1a'IgG a través de una columna de celulosa del tipo Whatman
DE 22 0 DEAE 52 equilibrado con PBS %. Un tamafio conveniente de
columna es de 0.8 a 1.0 cm de didmetro y de 4 a 5 cm de alto.

7) Agregar PBS 4 alacolumna paraceluir la IgG. Recoger fracciones que
muestren mayor absorcién a 280 nm (proteinas) y ajustar la mezcla a
una concentracién de 1 mg/ml, correspondlente a un valor de absor-
bancia de A 1.4,

8) Almacenar en tubos de vidrio tratados con siliconas o en tubos de
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Preparacién del'‘conjugado IgG con fosfatasa alcalina

1) La fosfatasa alcalina puede venir pr601p1tada en sulfato de amonio
Sigma (Tipo VII-S) o disuelta en NaCl Slgma (Tlpo VII-T). Si se
adquiere el primer tipo es necesario centrifugar 1 ml (aproximada-
mente 5 mg) y eliminar el sobrenadante, La del segundo tipo se puede
emplear directamente, ‘ -

2) Disolver el sedimento (o agregar la fosfatasa dlsuelta en NaCl) en2ml
(= 2 mg) de IgG purlflcada ‘

3) Dializar tres veces consecutivas contra’ 500 ml de PBS.

4) Afadir ghitaraldehido hasta una coricentracién‘final de 0.06%. Mez-
clar bien.

5) Dejar 4 horas a temperatura ambiente.

6) Eliminar el exceso de glutaraldehido mediante dialisis eh 500 ml dé
PBS, tres veces,

7) Afiadir albumina dé suero boviro hasta 6btener una conéentracién
.. final de 5 mg/ml y almacenar a 4 °C, hasta su empleo. No debe
congelarse.el conjugado. La azida sédica, incorporada a través del
PBS de didlisis, permite su conservacién.
Tampones necesarios para la prieba ELISA
1) PBS (pH 7.4: |

8.0 g NaCl

02.g KHPO, . -
o 29 g Na,HPO,. 12H20
+..0.2 g-KCl+

0.2 g N;Na

Completar el volumen hasta el htro Se puede preparar una solu016n
madre concentrada 10X. ’

2);.,;'P,BS-T. ‘ ‘ , L
PBS + 05 ml Tween-20 por litro.
3. PBS-T-PVP
PBS-T + polivinil. pirrolidona PM 40,000 al 2%.
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4) Tampén de ‘sensibilizado’ (coating),. pH 9.6:

1.59 g Na,CO,
293 g NaHCO,
0.20 g N;Na

Disolver en un litro de agua destilada.
5) Tampdn sustrato:

97 ml dietanolaminak
800 ml agua destilada
0.2 g NjyNa:

Agregar HCl 1 M hasta pH 9.8. Completar el volumen hasta un litro.
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