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Usefulness of rabbit antibodies obtained by two methods in detection
of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
by application of DAS-ELISA test

Przydatnos¢ przeciwciat kroliczych
uzyskiwanych dwiema metodami do wykrywania
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus testem DAS-ELISA

Wioleta Stochta, Agnieszka Przewodowska, Wtodzimierz Przewodowski*

Summary

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) bacterium is responsible for ring rot of potato, one of the most dangerous
disease that affects potato plants and tubers. The best method to limit the disease propagation is quick and sensitive diagnostic of
Cms bacteria. The deciding factor for the effectiveness of the immunologic tests is the quality of antibodies that detect the pathogen.
In order to examine the influence of isolation of the antibodies aimed at entire bacterium cells (Cms) on their quality, two different
methods of ion-exchange chromatography allowing isolation of IgG from rabbit blood serum were assessed. Separations were
performed in columns filled with DEAE cellulose (diethylaminoethyl cellulose) and thiophilic Sepharose beds respectively. The stage
that preceded chromatographic separations in both methods comprised an initial purification by precipitation of proteins from the
serum in presence of salt solution. Using both matrices a preparative isolation of antibodies and removal of other impurities were
achieved. The applied methods were compared in terms of quality of the antibodies obtained as well as time and difficulty of their
accomplishment. Sensitivity of the antibodies to detect Cms bacteria was examined by application of DAS-ELISA assay (double-
antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay).
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Streszczenie

Bakteria Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) jest sprawcg bakteriozy pierscieniowej ziemniaka, jednej z naj-
grozniejszych chordb tej rosliny. Najlepszym sposobem ograniczenia rozprzestrzeniania sie tej choroby jest szybka i czuta diagnostyka
bakterii Cms. W testach immunologicznych czynnikiem decydujagcym o skutecznosci prowadzonej diagnostyki jest jakos¢ przeciwciat
wykrywajacych danego patogena. W celu zbadania wptywu sposobu izolacji przeciwciat skierowanych na cate komérki bakterii (Cms),
na ich jakos¢, oceniano dwie rézne metody chromatografii jonowymiennej pozwalajace na izolacje immunoglobuliny G (1gG) z surowicy
krwi kroliczej. Rozdziaty prowadzono w kolumnach wypetnionych odpowiednio ztozem z DEAE-celulozy (diethylaminoethyl cellulose —
dietyloaminoetylo-celulozy) oraz ztozem z sefarozy tiofilnej. Etapem poprzedzajacym rozdziaty chromatograficzne w obu metodach
byto oczyszczanie wstepne przez stracanie biatek z surowicy w obecnosci stezonego roztworu soli. Przy wykorzystaniu obu matryc
uzyskano preparatywng izolacje przeciwciat oraz usuniecie pozostatych zanieczyszczen. Stosowane metody poréwnywano pod katem
jakosci otrzymywanych przeciwciat oraz czasu i trudnosci wykonania. Czuto$¢ uzyskanych przeciwciat w wykrywaniu bakterii Cms
oceniano testem DAS-ELISA (double-antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay — test immunoenzymatyczny z podwdj-
nym wigzaniem przeciwciat).

Stowa kluczowe: przeciwciata; testy immunologiczne; chromatografia jonowymienna; bakterioza pierscieniowa ziemniaka
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Wstep / Introduction

Bakterioza pierscieniowa ziemniaka jest jedng z groz-
niejszych chordb tej rosliny powodowang przez bakteri¢
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms).
Szczegdlnym problemem w zwalczaniu tego patogena jest
jego utrudniona diagnostyka. Ze wzgledu na zréznicowang
mukoidalno$¢ poszczegdlnych szczepdéw Cms, wystgpowa-
nie choroby w postaci bezobjawowej oraz braku pozywek
selektywnych dla tej bakterii, jednoznaczna diagnoza wy-
maga przeprowadzenia kilku testow jednocze$nie (EPPO
2006). Ciagle poszukuje si¢ nowych testow i rozwigzan
pozwalajacych na usprawnienie diagnostyki zaréwno
metodami molekularnymi, jak i serologicznymi. Czulo$¢
i specyficzno$¢ testow serologicznych jest $ciSle zwigzana
z jako$cig przeciwcial uzytych podczas wykonywania
badania. Przeciwciala jako czasteczki receptorowe o wyso-
kiej zdolnos$ci wiazania innych czasteczek — antygenow, sa
czesto wykorzystywane w metodach diagnostycznych do
wykrywania bakteryjnych i wirusowych patogenéw roslin.
Do takich metod mozna zaliczy¢ m.in.: immunoenzy-
matyczny test ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay — test immunoenzymatyczny) do wykrywania
wirusow 1 bakterii (De Boer 1 wsp. 2005), test posrednic;j
immunofluorescencji — IF (indirect fluorescent antibody
test) (Slack i wsp. 1979; De Boer i Copeman 1980), fluore-
scencyjng hybrydyzacje In situ — FISH (fluorescent in situ
hybridization) (Van Beuningen i wsp. 1995), a takze opra-
cowane w Zakladzie Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka
w Boninie testy immunofiltracyjne oraz filtracyjne typu
Flow-Through do szybkiej i specyficznej identyfikacji
czystych szczepdw bakterii Cms powodujacych bakterioze
pierscieniowa ziemniaka (Przewodowski 2000; Przewo-
dowski i Barnyk 2009). Jednymi z najczesciej stosowanych
przeciwcial w testach immunologicznych sa poliklonalne
krolicze immunoglobuliny G (IgG). Jakos¢ IgG, czyli
w glownej mierze ich miano i czystosé, zalezy nie tylko od
jakosci wyjsciowych surowic, lecz rowniez od sposobu
izolacji przeciwcial (Barnyk i wsp. 2008). Znajomo$¢ wias-
ciwosci oczyszczanego bialka oraz samych zanieczyszczen,
ktore nalezy usuna¢, sa kluczowe dla prawidlowego oczysz-
czania przeciwcial z materialu biologicznego, otrzymania
przeciwcial o niezmienionej strukturze i wymaganej
aktywnosci biologiczne;.

W badaniach dokonano oceny wptywu sposobu izolacji
przeciwcial IgG anty-Cms z surowicy kroliczej na jakos¢
uzyskanych przeciwcial wptywajaca na czutos¢ i specy-
ficzno$¢ testdow immunoenzymatycznych w diagnostyce
tego groznego patogena.

Materialy i metody / Materials and methods

Szczepy bakteryjne

Do badan wykorzystano trzy zréznicowane mukoidal-
nie szczepy bakterii C. michiganensis ssp. sepedonicus,
z ktorych pierwszy niemukoidalny (BPR IOR 527) pocho-
dzit z Banku Patogenéw Roslin Instytutu Ochrony Roslin —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu, natomiast
dwa pozostale szczepy Srednio- i silniemukoidalny (odpo-
wiednio PD 221 i PD 406), pozyskano z holenderskiej ko-
lekcji kultur patogenow roslin Research Institute for Plant

Protection w Wageningen. Do badan wykorzystywano
komorki bakteryjne pochodzace z 48-godzinnych hodowli
namnazanych na podiozu wzrostowym YGM (yeast extract
mineral salts medium — pozywka mineralna z wyciggiem
drozdzowym) (OEPP/EPPO 20006).

Izolacja przeciwcial z surowicy kréliczej

Jako wyjsciowy materiat badawczy wykorzystano
surowice krwi kroliczej zawierajaca przeciwciata skiero-
wane na kwarantannowe bakterie Cms. Przed naniesieniem
na kolumng¢ chromatograficzng, preparaty surowic wstgp-
nie oczyszczano i wytracano badane IgG z surowicy krwi
przez precypitacje w 50% roztworze siarczanu amonu
(Hebert i wsp. 1973). W nastepnym etapie uzyskane biatka
poddawano rozdzialowi technika chromatografii jono-
wymiennej stosujgc dwa rodzaje zt6z, odpowiednio zloze
z DEAE (dwuetyloaminoetylowa celuloza) (Yang i Har-
rison 1996) oraz zloze z sefaroza tiofilng (Barnyk i wsp.
2008). W pierwszym przypadku na kolumng zroéwnowa-
zong buforem fosforanowym 0,5 x PBS z NaN;, pH = 7,4
naktadano wstepnie oczyszczone biatka zawieszone w ta-
kim samym buforze. Po rozdziale chromatograficznym, na
wyplywie kolumny jako pierwsze zbierano frakcje zawie-
rajagce oczyszczone IgG, a nastgpnie eluowano ze zloza
biatka inne niz IgG stosujac bufor fosforanowy 0,5 X PBS
zawierajacy 1 M NaCl (rys. 1a).

W drugiej z ocenianych metod, przeciwciata nanoszono
w buforze o wysokim stezeniu soli (0,5 M K,SO,
w 10 mM NaPi, pH = 7.4) na kolumn¢ wypehiong sefaro-
za tiofilng (Barnyk i wsp. 2008). W takich warunkach
nastgpowalo wigzanie si¢ przeciwcial do zloza, natomiast
biatka inne niz IgG wyplywaly z kolumny. Elucje
przeciwcial zwigzanych ze ztozem prowadzono obnizajac
sife jonowa buforu stosujac 10 mM bufor NaPi (rys. 1b).

Chromatografia

Rozdzialy chromatograficzne prowadzono w kolum-
nach wypeionych zlozami z DEAE celuloza oraz sefa-
rozg tiofilng. Przed umieszczeniem w kolumnie, zloze
z celuloza DEAE, aktywowano przez moczenie przez noc
w 100 ml H,O 5 g wyjsciowej celulozy [Cellulose Ion
Exchanger typ DEAE (0,74)] i nastepne kilkukrotne prze-
plukanie w 0,5 M roztworach NaOH i HCIl. Zmodyfi-
kowang sefaroze tiofilng 6B Sepharose (Pharmacia) akty-
wowano, podobnie jak w publikacji Barnyk i wsp. (2008)
stosujac kolejno roztwory: di-winyl-sulfonu w 0,5 M weg-
lanie sodu, 0,1 M weglan sodu (pH = 9) oraz merkapto-
etanol. W koncowym etapie ztoze buforowano przemy-
wajac 0,2 M buforem TRiS/HCL

Okreslanie stezenia bialka i jego czystosci

Stezenie przeciwciat IgG w badanych prébach ozna-
czano spektrofotometrycznie mierzac absorbancje kazdej
z frakcji przy 3 dlugosciach fal: 235, 250 i 280 nm, a na-
stepnie wyliczajac z zalezno$ci (Whitaker i Granum 1980):

C IgG [mg/ml] = A280/1a4

C IgG — stezenie 1gG,
A,z — absorbancja przy 280 nm,
1,4 — wartos$¢ absorbancji Aygy dla 1 mg IgG/ml.
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Czystos¢ otrzymanych przeciwciat okre§lano spektrofo-
tometrycznie okreslajac stosunek absorbancji 280/250 nm,
ktory dla wysoko oczyszczonych IgG kréliczych wynosi
2,5-2,7 (Barnyk 1 wsp. 2008) oraz dokonujac rozdziatu
elektroforetycznego bialek w Zelu poliakrylamidowym
w warunkach redukujacych.

Okreslenie miana przeciwcial

Miano, czulo$¢ oraz specyficznos¢ wytworzonych
przeciwcial oceniano za pomoca testu DAS-ELISA
(double-antibody sandwich enzyme linked immunosorbent
assay — test immunoenzymatyczny z podwdjnym wigza-
niem przeciwcial) w mikroptytkach polistyrenowych firmy
Nunc, stosujac jako bufor powlekajacy A (50 mM bufor
weglanowy, pH = 9,6), bufor do ptukania B (10 mM PBS,
pH = 7.4 z 0,05% Tween 20), bufor koniugatowy C
(10 mM PBS, 0,05% Tween 20, 2% PVP, 1% zelatyna,
I mM MgCl, x 6H,0) oraz bufor substratowy D (I M
dwuetanoloamina, 1 mM MgCl, x 6H,0, 0,02 M NaN3, pH
= 9,8) z pNPP (1 mg/ml) — substratem dla alkalicznej
fosfatazy. Jako probe odnos$ng stosowano bufor bez bak-
terii Cms. Absorbancje mierzono przy A = 405 nm po
1, 2 i 4 godzinach inkubacji. Za wynik pozytywny przyj-
mowano absorbancj¢ przekraczajaca co najmniej dwu-
krotng warto$¢ absorbancji uzyskanej dla buforu bez bak-
terii Cms. Jezeli na prezentowanych wykresach nie

zaznaczono poziomu kontroli negatywnej, wowczas

przedstawiono wyniki uzyskane po jej odjeciu.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W przypadku kolumny wypetnionej zlozem z celuloza
DEAE, przeciwciata, ktore maja stabsze niz pozostale
biatka surowicy powinowactwo do zloza, wyplywaly
w pierwszym piku, w kolejnym piku wyptywaty niezwig-
zane bialka. Odwrotny profil wyptywu zaobserwowano dla
kolumny wypetionej sefaroza tiofilng. W drugim przy-
padku przeciwciata silnie wigzaty si¢ do zloza tiofilnego
w obecnosci wysokiego st¢zenia soli, pozwalajac jedno-
cze$nie na usuni¢cie innych bialek oraz zanieczyszczen
znajdujacych si¢ w oczyszczanym preparaciec z surowicy
krwi. Wskutek tego w chromatografi tiofilnej jako pierw-
sze wyplywaja biatka niezwigzane do kolumny, natomiast
zwigzane przeciwciala wyplywaja w dalszej kolejnosci po
zastosowaniu buforu bez soli, pozwalajacego na obnizenie
sity wigzania IgG do zloza.

Stopien wigzania przeciwcial do kolumny i elucje
zwigzanych czastek z obu kolumn oceniano przez pomiar
absorbancji przy dlugosci fali 235, 250 i 280 nm w wy-
pltywajacych frakcjach. Wyniki dla frakcji zawierajacych
IgG wyptywajacych z kolumny wypetnionej celulozg
DEAE przedstawiono w tabeli 1., natomiast ze zloza

Tabela 1. [1o$¢ przeciwciatl IgG we frakcjach uzyskanych z DEAE (dwuetyloaminoetylowej) celulozy
Table 1. The amount of IgG antibody in the fractions obtained from the DEAE (diethylaminoethyl) cellulose

Ifrr:;?o‘; (\)/tgﬁ;s: A 235 nm A 250 nm A 280 nm [mlg/?nl] Cﬁﬁ?; ’
[ml] (Aagonso)

1 1.6 0,5031 0,0733 0,1821 0,130 2,5

2 1.6 0,8252 0,1209 0,3169 0,226 2,6

3 1,6 1,0411 0,1577 0,4168 0,298 2,6

4 1,6 1,0631 0,1589 0,4347 0,311 2,7

5 1,6 0,7572 0,1061 0,3122 0,223 2,9

A 235 nm, A250 nm, A 280 nm — absorbancja przy dtugosci fali 235 nm, 250 nm, 280 nm — the absorbance at wave length of 235 nm, 250 nm, 280 nm

IgG — immunoglobuliny G — immonoglobulins G

Tabela 2. [1o$¢ przeciwciat IgG we frakcjach uzyskanych ze ztoza z sefarozy tiofilnej
Table 2. The amount of IgG antibody in the fractions obtained from thiophilic sepharose

g:cli‘;gi C\)/I:())Jl?ltr(l)jec A 235 nm A 250 nm A 280 nm [ Jﬁfxﬂ] Cliiifys )
[ml] (Aagonso)

1 0,6 2,3874 0,5670 0,9727 0,695 1,7

2 0,6 2,6398 0,4698 1,0338 0,738 2,2

3 0,6 1,9042 0,2916 0,6859 0,490 2,4

4 0,6 1,4505 0,2069 0,5032 0,359 2.4

5 0,6 1,1721 0,1625 0,3951 0,282 24

6 0,6 0,9034 0,1214 0,2980 0,213 2,5

7 0,6 0,7102 0,0924 0,2296 0,164 2,5

A 235 nm, A250 nm, A 280 nm — absorbancja przy dtugosci fali 235 nm, 250 nm, 280 nm — the absorbance at wave length of 235 nm, 250 nm, 280 nm

IgG — immunoglobuliny G — immonoglobulins G
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Tabela 3. Miano przeciwcial oczyszczanych metody chromatografii tiofilnej i na DEAE (dwuetyloaminoctylowej) celulozie. Oceny
dokonano metoda DAS-ELISA jako antygen stosujac S$redniomukoidalny szczep bakterii Cms. Srednia i odchylenie
standardowe obliczono dla trzech powtorzen

Table 3. The antibody titer purified by thiophilic chromatography and DEAE (diethylaminoethyl) cellulose. The assessment was made
by DAS-ELISA using as antigen mucoid, intermediate strain Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. The mean and
standard deviation were calculated for three replicates

. . IgG oczyszczane na ztozu tiofilnym IgG oczyszczane na DEAE celulozie
Rozg.llelif:zeme IgG purified on thiophilic sepharose IgG purified on DEAE cellulose
ilution
Asos SD Aqos SD

1 000 000 x 0,027 0,005 0,015 0,004

100 000 x 0,019 0,004 0,027 0,007

10 000 x 0,825 0,010 0,698 0,009

1 000 x 1,531 0,015 1,463 0,015

100 x 1,630 0,016 1,721 0,017

10 x 1,649 0,016 1,642 0,016

Ays — absorbancja w 405 nm — absorbance at 405 nm
SD — odchylenie standardowe — standard deviation
1gG — immunoglobuliny G — immunoglobulins

a) DEAE celuoza
DEAE celulose

Inne bialka
DOther profeing

% . Surowica krélicza z IgG

Rabbit serum with IgG

e

b) Sefaroza tofina

Thiopidic Sepharcse
1gG
— oo
OO Inne bialka
= K
o< Other proteins
oo

Rys. 1. Schemat oczyszczania IgG na zlozu z: a) celuloza DEAE (dwuetyloaminoetylowa), b) tiofilng sefaroza (zrédto: wiasne)
Fig. 1. IgG purification system on a bed of: a) DEAE (diethylaminoethyl) cellulose, b) thiophilic Sepharose (source: own)

z sefaroza tiofilng w tabeli 2. Przy zastosowaniu takiej
samej proby wyjsciowej dla obu kolumn chromatogra-
ficznych, w obu metodach uzyskano podobng koncowa
ilo§¢ przeciwcial, przy czym koncentracja uzyskanych IgG
metoda z uzyciem zloza tiofilnego byla dwukrotnie
wyzsza. W przypadku celulozy DEAE otrzymano 1,9 mg
IgG w 8 ml w eluacie, natomiast zastosowanie kolumny
wypehionej sefarozg tiofilng pozwolito uzyska¢ 1,8 mg
przeciwcial, ale w dwukrotnie mniejszej objgtosci — 4,2 ml.
Otrzymane drugim sposobem przeciwciala wyptynety
bardziej skoncentrowane, co jest zaleta tej techniki.
Analiza rozdziatu elektroforetycznego w zelu poliakry-
lamidowym badanych frakcji wykazata, ze oba sposoby
izolacji pozwalaja uzyska¢ dobrze oczyszczone przeciw-
ciata z malg domieszkg biatek niespecyficznych. Nie-

znacznie lepsza efektywno$¢ oczyszczania wykazata meto-
da z wykorzystaniem celulozy DEAE (rys. 2).

Przeciwciata oczyszczane na celulozie DEAE bezpo-
srednio na wyplywie kolumny zawieszano w buforze
fosforanowym 0,5 x PBS imitujacym naturalne $§rodowis-
ko przeciwcial. Natomiast przeciwciata otrzymane z elucji
ze zloza z tiofilng sefaroza wyplywaly w buforze za-
wierajagcym pozostalosci soli z kolumny, co przy duzszym
przechowywaniu moglo niekorzystnie wptywaé na ich
aktywno$¢ biologiczng. Dlatego w drugim przypadku
niezbedne bylo zastosowanie dodatkowego etapu dializy
pozwalajacego na usuniccie pozostalosci soli. Ujemnym
skutkiem tego etapu jest przedtuzenie czasu oczyszczania
przeciwcial.
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Rys. 2. Profil elektroforetyczny badanych IgG w zelu poliakrylamidowym w warunkach redukujacych: M — wzorzec masy czastecz-
kowej biatka, Roti-Mark 10—150 Plus, Carl Roth GmbH + Co. KG; 1) surowica krélicza przed oczyszczaniem (50 X roz-
cienczona); 2) surowica po straceniu 50% roztworem siarczanu amonu; 3), 4), 5) IgG po oczyszczaniu na celulozie DEAE
(Aggo = 0,5); 6) biatka surowicy zwigzane do DEAE celulozy; 7), 8) IgG po oczyszczaniu na ztozu: sefarozie tiofilnej

(Az80=0,5); 9) biatka niezwigzane z tiofilna sefaroza

Fig. 2. Electrophoretic profile of IgG in a polyacrylamide gel under reducing conditions: M — molecular weight standard, 1) rabbit
serum before treatment (50 x diluted); 2) serum after precipitation of 50% ammonium sulfate; 3), 4), 5) IgG after purification on
DEAE cellulose (Asgy = 0.5); 6) serum proteins bound to the DEAE cellulose; 7), 8) IgG after purification on thiophilic
Sepharose (Asgg = 0.5); 9) protein unbound to thiophilic Sepharose
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Rys. 3. Czulo$¢ testu DAS-ELISA wykonanego przy udziale 1gG oczyszczanych metoda chromatografii tiofilnej oraz na DEAE

celulozie

Fig. 3. The sensitivity of the DAS-ELISA assay with the IgG purified by thiophilic chromatography and on DEAE cellulose

Miano przeciwcial oczyszczanych obiema metodami
oceniano metoda DAS-ELISA stosujac, jako antygen
sredniomukoidalny szczep bakterii Cms PD 221. Nieza-
leznie od zastosowanej metody miano uzyskanych prze-
ciwciat wyniosto 10 000 razy (tab. 3) i takie rozcienczenie
stosowano w tescie DAS-ELISA badajac trzy zrdznico-
wane mukoidalnie szczepy bakterii Cms.

Dla wszystkich badanych szczepoéw, niezaleznie od
stopnia ich mukoidalnosci otrzymano pozytywne wyniki
w teScie DAS-ELISA (rys. 3). Najwickszg czutos$¢ testu
otrzymano dla szczepu Cms PD 406 charakteryzujacego
si¢ wysoka zawartoscia $luzow. Najnizsze wartosci po-
miaru absorbancji otrzymano dla szczepu niskomuko-

idalnego BPR 527. Oba rodzaje przeciwcial wykazaty
porownywalng czulo$¢ dla poszczegdlnych szczepow Cms.

Whnioski / Conclusions

1. Wykazano przydatno$¢ i wysoka skuteczno$¢ obu
badanych metod w oczyszczaniu IgG z surowicy krwi
kroliczej.

2. Czysto$¢ otrzymanych przeciwcial IgG byla wyzsza
w metodzie z zastosowaniem dodatnio natadowanego
zloza z celuloza DEAE. Technika ta nie wymaga
dializowania preparatu po zakonczeniu chromatografii,
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ale oczyszczone przeciwciata uzyskuje sie w niskiej zwigksza czasochlonno$¢ samego procesu oczysz-
koncentracji. czania.

3. Zastosowanie chromatografii tiofilnej pozwala uzyska¢ 4. Czulo$¢ obu przeciwcial jest porOwnywalna niezalez-
przeciwciala w skoncentrowanym preparacie, ale po nie od mukoidalnosci badanych szczepow ani sposobu,
zakonczeniu izolacji konieczny jest etap dializy, co w jaki zostaly otrzymane.
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