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RESUMO

SILVA, lvanete Tonole da, M.S., Universidade Federa de Vicosa, julho de 2003.
Imunogenicidade e especificidade soroldgica do exopolissacarideo
capsular e lipopolissacarideo da parede celular de Xanthomonas
campestris pv. campestris. Orientador: Joseé Rogério de Oliveira.
Conselheiros. Reginaldo da Silva Romeiro e Jose Mé&io da Silveira
Mezencio.

Dois isolados, xccl e xcc2, de Xanthomonas campestris pv.
campestris foram utilizados para obtencdo de duas fragbes celulares, o
exopolissacarideo capsular (EPS) e o lipopolissacarideo da parede celular (LPS),
objetivando avaliar a imunogenicidade (producéo de anticorpos) e especificidade
sorologica das mesmas. Apods a obtencdo do EPS e do LPS, respectivamente,
pelo método de precipitacdo em etanol 95% e pelo método que consistiu na
fervura seguida de extracdo com fenol 90%, foram imunizados coelhos da raga
Nova Zelandia, com trés meses de idade. Os anti-soros produzidos foram
avaliados pelos testes de aglutinacéo, precipitacdo em gota e imunodifusdo dupla
de Ouchterlony (IDD). Verificou-se pelos testes de aglutinacéo e precipitacdo em
gota baixos titulos, 1:16 e 1:32. O teste de IDD, além de mostrar-se mais sensivel
gue o teste de aglutinacdo e precipitacdo em gota, constatou diferenca antigénica
entre os isolados xccl e xcc2, e entre as fragdes EPS e LPS da célula bacteriana.

Diante dos baixos titulos obtidos, 1:16 a 1:64, concluiu-se que o EPS e 0 LPS de
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X. campestris pv. campestris, utilizados na producéo de anti-soro levaram a
producao de peguena quantidade de anticorpos, nas condi¢des em que 0s ensaios

foram realizados.



ABSTRACT

SILVA, lvanete Tonole da, M.S., Universidade Federal de Vicosa. July, 2003.
Immunogenicity and sorological especificity of Xanthomonas campestris
pv. campestris cell wall exopolysaccharide and lipopolysaccharide.
Advisor: José Rogério de Oliveira. Committee Members. Reginaldo da
Silva Romeiro and José Mario da Silveira Mezencio.

Two Xanthomonas campestris pv. campestris isolates, xccl e xcc2,
were used to obtain two cell fractions, exopolysaccharide (EPS) and cell wall
lipopolysaccharide (LPS). Both of them were used to evaluate immunogenicity
(antibody production) in New Zealand rabbits and serological specificity. The
methods used were agglutination, precipitation and Ouchterlony Double
Diffusion (ODD). Low titles were observed through agglutination and
precipitation tests. ODD test was more sensitive than both agglutination and
precipitation tests and antigenic differences between xccl e xcc2 isolates and
between bacteria cell fractions EPS and LPS was found. The low titles showed
that both X. campestris pv. campestris EPS and L PS were not good for antiserum

production in the worked conditions.



1- INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A podrid&do negra, causada por Xanthomonas campestris pv. campestris
(Pammel, 1895) Dowson 1939, é a principal doenca das brassicaceas causando
serios prejuizos sob condicbes favoraveis de cultivo, altas temperaturas (25-
35°C) e umidade (80-100%), especialmente em regides de clima tropical e
subtropical, durante as estacdes chuvosas (Schaad & Alvarez, 1993). No Brasil
sua distribuicdo é generalizada, sendo encontrada em todas as regides produtoras,
em razdo da bactéria ser transmitida por sementes e mudas contaminadas
(Rodrigues Neto & Malavolta, 1995). Além das brassicas exploradas
comercialmente, como repolho (Brassica oleracea var. capitata), brécoli ou
couve-brocolo (B. oleracea var. italica), couve-flor (B. oleracea var. botrytis),
couve-chinesa ou acelga (Brassica pekinensis) e couve-de-bruxelas (B. oleracea
var. gemmifera), a bactéria infecta plantas de varias outras espécies de brassicas,
inclusive, espécies silvestres comumente encontradas em campos de producéo
comercial ou de sementes (Young, 1969; Schaad & Dianese, 1981; Hayward,
1993; Filgueira, 2000).



Nos compéndios de fitobacteriologia, de acordo com Robbs &
Rodrigues Neto (1993), menciona-se que a primeira descricdo de uma bactéria
que atualmente seria incluida no género Xanthomonas foi feita por Wakker, em
1881. As espécies do género apresentam ampla gama de hospedeiros, em 11
familias de monocotileddneas e 49 familias de dicotiledoneas, abrangendo em
torno de 70 e 170 géneros, respectivamente (Hayward, 1993).

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas séo gram-negativas,
com forma de bastonetes retos, medindo cerca de 0,4-0,7 x 0,7-1,6 nm e méveis
por um unico flagelo polar. SGo quimiorganotroficas, aerdbias estritas e néo
contém inclusdes visiveis de poli-beta-hidroxibutirato ou outros produtos de
reserva. As colbnias em &gar nutriente sdo lisas, circulares, apresentando
crescimento  mucoso; sd0 usualmente amarelas, com agumas estirpes
apigmentadas. Apresentam catalase positiva, oxidase negativa ou fraca e
asparagina ndo é utilizada como unica fonte de carbono e nitrogénio (Bradbury,
1986). Uma particularidade das espécies do género € a presenca de pigmentos
amarelos denominados xantomonadinas 0s quais sdo ésteres de arilpolieno
bromados, ndo-hidrossollveis, presentes na parede da célula bacteriana, com
absorcdo maxima em metanol nos comprimentos de onda de 420, 440 e 468 nm
(Krieg & Holt, 1984; Robbs & Rodrigues Neto, 1993; Romeiro, 1995; Schaad et
al., 2001). O pigmento permite distinguir espécies de Xanthomonas de outras
bactérias produtoras de pigmentos amarelos, pertencentes a outros géneros tais
como Clavibacter, Pantoea e Xylophilus (Schaad et al., 2001).

Os sintomas induzidos por X. campestris pv. campestris variam de
acordo com a espécie hospedeira, cultivar, estéagio de desenvolvimento da
cultura, condicdo ambiente, assim como com o modo de penetracdo do patdégeno
na planta (Hayward, 1993; Rodrigues Neto & Maavolta, 1995). Com a
penetracdo pelos hidatédios, aparece nos bordos das folhas um amarelecimento
em forma de “V”, acompanhado de descoloragcdo das nervuras, que se tornam
escurecidas. Pelas nervuras, a bactéria atinge o caule da planta onde se observa o
escurecimento dos vasos. Ocasionalmente, podem ocorrer lesdes necroticas
angulares, grosseiramente circulares ou irregulares e escuras, que correspondem

a penetracdo da bactéria através dos estbmatos ou ferimentos. Quando a infeccdo
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resulta de sementes contaminadas, os sintomas sao observados inicialmente nos
cotilédones, que ficam com os bordos escurecidos. Posteriormente, a infeccéo se
estende ao caule e raizes, havendo comprometimento do crescimento ou mesmo
morte das plantas. O apodrecimento da medula é observado com freqgléncia,
como resultado da associacdo de X. campestris pv. campestris a microrganismos
secundérios, inclusive Erwinia sp. (Rodrigues Neto & Malavolta, 1995).

A bactéria pode estar presente no solo, onde sobrevive por curtos
periodos, nos restos de cultura, nas sementes e nas especies silvestres ou
espontaneas, infectando-as ou sobrevivendo como epifitas. As sementes sdo,
entretanto, a principal fonte de inéculo primério (Schaad & White, 1974; Schaad
& Dianese, 1981; Schaad & Alvarez, 1993; Rodrigues Neto & Malavolta, 1995;
Miller et al., 2002). Além disso, sdo disseminadas por respingos d agua, aerosois
(Kuan et al., 1982) e insetos (Willians, 1980).

Num programa de producéo de sementes de brassicas, do ponto de vista
sanitario, procura-se obter sementes livres da bactéria. Dessa forma, aliado as
técnicas de mangjo recomendadas aos campos de producdo (Rodrigues Neto &
Malavolta, 1995; Miller et al., 2002), faz-se necessario 0 uso freguiente de testes
para a deteccdo de patdégenos nas sementes. Segundo Schaad (1980) a tolerancia
estabel ecida para X. campestris pv. campestris € de 0,03% para semeadura direta
no campo, porém, para a producdo de mudas atolerancia € zero. A auséncia total
€ necessaria pois sementes contaminadas podem originar mudas com infeccéo
sistémica, sem sintomas externos (Ignatov et al., 1999), que atuam como fonte de
inéculo, e este, aliado a irrigacdo por aspersao, tem grande impacto na taxa de
disseminagéo do patogeno durante a producdo de mudas (Roberts et al., 1999).

Técnicas moleculares estdo sendo aplicadas no desenvolvimento de
métodos cada vez mais rgpidos, sensiveis e especificos para a deteccéo e o
diagnostico de fitopatdgenos (Batista, 1993), embora sgjam inviaveis para uso de
rotina em razdo de seus elevados custos. Os testes sorologicos de
microprecipitacdo, difusdo dupla em agar, aglutinagéo, ELISA, “imuno-dot blot”
e imunofluorescéncia, dentre outros, constituem métodos praticos e precisos
para a deteccdo e a caracterizacdo de um grande numero de fitopatdogenos

bacterianos, fungicos e virais (Daniels, 1994). Também permitem a determinacéo
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do relacionamento taxondmico ou sorotipico de patégenos, a caracterizacdo de
epitopos e paratopos, a andlise de produtos resultantes da traducéo de acidos
nucleicos in vitro e a andise in vivo de congtituintes relacionados com a
patogénese (Hampton et al., 1990).

Os meétodos sorologicos, embora apresentem pequeno vaor na
classificacéo de bactérias, devido a grande diversidade imunogénica, tém papel
importante nos estudos epidemiol 6gicos e constituem ferramenta Gtil na rotina de
um laboratério (Jones & Krieg, 1986), pois estdo bem adaptados a deteccéo
rapida e acurada de bactérias, principa mente aguelas isoladas de sementes (Azad
& Schaad, 1988; Alvarez & Lou, 1985; Alvarez et al., 1985).

Os antigenos (ou imundgenos) sdo moléculas, geramente proteinas ou
polissacarideos, presentes em bactérias, fungos, virus, protozoarios, ou produtos
destes organismos, bem como, qualquer outra macromolécula estranha, que
quando introduzida em um animal levam a resposta imune especifica (Itano,
2001; Daniels, 1994; Benacerraf & Unanue, 1986; Mernaugh et al., 1990;
Carpenter, 1975; Darnell et a., 1990). Todavia, a substancia estranha, para
possuir propriedades antigénicas ou imunogénicas deve atender a certos
requisitos basicos, como ser organica, de massa molecular maior que 12.000 -
15.000 Daltons, ser complexa dos pontos de vista estrutural e conformacional
(moléculas grandes, mas simples, como amido e DNA, sdo imundgenos pobres)
e, haturalmente, ser estranha ao organismo (Carpenter, 1975; Darnell et al., 1990;
Stanier et a., 1986). Microrganismos como as bactérias sd0 excelentes
imunégenos, posto que sdo congtituidos de inlmeras substéncias com as
caracteristicas supramencionadas (Romeiro, 2001).

Quando um imundgeno esta em contato com o sistema imunoldgico do
animal, receptores especificos de superficie celular tais como céulas
apresentadoras do antigeno-APCs, linfocitos T auxiliares e citotoxicos e
linfocitos B passam a atuar conjuntamente de maneira a estimular a producéo dos
anticorpos antigeno-especificos (Itano, 2001; Mernaugh et al., 1990; Perham,
2001).

Anticorpos sdo formas solUveis de imunoglobulinas (Ig) produzidas

pelos plasmécitos, em resposta a um estimulo imunogénico. Os anticorpos
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produzidos contra um determinado antigeno podem, muitas vezes, interagir
(através de diferentes ligagbes ndo covalentes, tais como pontes de hidrogénio,
forcas de Van Der Waals e interagcOes hidrofobicas) com antigenos diferentes
devido a semelhanca entre os epitopos (regides presentes na estrutura de um
antigeno, capazes de induzir a formagdo de anticorpos) presentes nessas
moléculas, 0 que é conhecido como reacdo cruzada. Este fato é comumente
observado em anticorpos produzidos contra fungos e bactérias, visto que,
diferentes espécies desses organismos possuem epitopos idénticos, originando
anticorpos semelhantes (Ball et al., 1990; Almeida & Lima, 2001). De acordo
com a populagdo de anticorpos presentes no soro de um animal imunizado
poderemos ter anti-soros policlonais ou monoclonais. Os policlonalis consistem
em populacbes de anticorpos que reagem com populagbes de epitopos e sdo
obtidos imunizando um animal com um antigeno contendo diversos epitopos. Os
monoclonais consistem em anticorpos gque reagem com apenas um epitopo. Séo
obtidos de linfécitos B individualizados e “imortalizados’ pela fusdo com uma
célula de mieloma, cancerigena;, com a capacidade de multiplicar-se
indefinidamente (Hampton et al., 1990).

Em face de sua complexidade, a célula bacteriana deve ser entendida e
visualizada como um mosaico antigénico, pois, teoricamente, ela possui milhares
de macromoléculas com propriedades antigénicas (Stainer et al., 1986).
Antigenos bacterianos podem ser de origem extra ou intracelular sendo
constituidos bioguimicamente por proteinas, glicoproteinas, polissacarideos ou
lipopolissacarideos (De Boer & Schaad, 1990). Os imundgenos podem consistir
de células inteiras, tratadas ou néo-tratadas, de extratos ou outros compostos
purificados como lipopolissacarideos, ribossomos, etc (Azad & Schaad, 1988;
Bouzar et al., 1986; De Boer & Schaad, 1990; Friedman, 1953; Halk & De Boer,
1985; Lucas & Grogan, 1969; Schaad, 1976; Y akrus & Schaad, 1979).

Em se tratando de bacteriologia de plantas, todavia, interessam o0s
antigenos existentes em maiores quantidades, localizados externamente a
membrana citoplasmética bacteriana e que possuem, consequientemente, maior

importancia para estudos in vitro, como 0s antigenos presentes na cgpsula e na



parede celular. Os flagelos, por sua inespecificidade como antigeno, possuem
pouca importancia (Stainer et al., 1986).

Polimeros organicos, sintetizados por muitas bactérias, séo depositados
externamente a célula bacteriana sob forma de uma camada amorfa, de espessura
variavel, denominada genericamente cdpsula ou substancia limosa. A cdpsula de
bactérias fitopatogénicas €, basicamente, de natureza polissacaridica (Stainer et
al., 1986; Sutherland, 1977) e seu principal constituinte, 0 exopolissacarideo
capsular (EPS), possui propriedades antigénicas (antigenos capsulares ou k-
antigenos). O exopolissacarideo € constituido por repetidas unidades de um
pentassacarideo, que € composto por trés moléculas de glicose, um grupo acetil e
um ceto-piruvato ligados a duas moléculas de manose, respectivamente. Aos
residuos de glicose (ligacOes b-1? 4; cadeia linear) liga-se o trissacarideo (cadeia
lateral) formado por duas moléculas de manose intercaladas por uma molécula de
glicose (Sutherland, 1977 e 1993; Klement et a., 1990; Jann & Jann, 1977). A
massa molecular do EPS varia com a espécie bacteriana, mas € sempre elevada.
O EPS do isolado de X. campestris pv. campestris 646, por exemplo, tem massa
molecular variando de 0,9 a 1,2 x 10° Daltons (Sutherland, 1993).

A parede celular das bactérias gram-negativas € constituida de pelo
menos duas camadas distintas, denominadas camada externa e camada rigida. Na
camada rigida, o peptoglicano é o principal componente, sendo o determinante da
forma celular. A camada externa, por sua vez, possui estrutura mais complexa
formada por macromoléculas lipopolissacaridicas (LPS), entre outras. O LPS é
composto por basicamente trés segmentos, ligados covalentemente: regido
externa (cadeia lateral “Q”), regido central e regido lipideo A. Cada um dos
segmentos possui composi¢ao, biossintese e funcdes bioldgicas diferentes. E na
cadeia lateral “O” que se encontram as maiores variagbes em Composicao e
estrutura, assumindo importante papel na caracterizacdo da superficie celular
bacteriana. Sendo assim, € aregido responsavel pelas propriedades imunogénicas
(sorologicamente dominante) das células bacterianas (Sutherland, 1977; Sigee,
1993).

Segundo Swings et al. (1993), o LPS de dezessete patovares de

Xanthomonas campestris € composto por acido urdnico, fosfato, glicose, manose,
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ramnose e 2-ceto-3-deoxioctonato e heptose. Estudos da estrutura do LPS de X.
maltophila confirmaram a presenca de repetidas unidades de um tetrassacarideo,
polimero da cadeia lateral “O”, contendo trés moléculas de ramnose e xilose ou
3-O-metilxilose. Os oligossacarideos da regido central apresentavam duas
moléculas de D-glicose, uma de D-manose, uma de D-galactosamina, uma de
acido D-galacturdnico e duas ou trés moléculas de fosfato. Porém, ndo contém
aldoheptose. A regido lipideo A de X. campestris pv. citri apresenta dissacarideos
com ligagdo b-1,6-glicosaming, estrutura que parece ser comum a muitas, mas
ndo atodas, bactérias gram-negativas.

A sorologia aplicada a bacteriologia vegetal, segundo Link & Sharp
(1927) e Goldsworthy (1928) (citados por Maringoni, 1997) foi iniciada por
Zippel, em 1912, na Alemanha. Este autor demonstrou a correlagdo sorologica
entre racas de Rhizobium encontradas em nédulos de ervilha (Pisum sativum L.)
e feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e entre trevo (Trifolium pratense L.) e fava
(Vicia fava L.). Zippel tambem demonstrou que nédulos de Rhizobium em
diferentes espécies de leguminosas eram constituidos de espécies diferentes de
Rhizobium, pois puderam ser separadas através de testes de aglutinagcdo e
precipitacdo. Jensen (1918) demonstrou diferencas entre isolados de
Agrobacterium tumefaciens, utilizando teste de aglutinacéo (Jensen, 1918; citado
por Schaad, 1979).

A primeira referéncia sobre o emprego da técnica sorolégica na
classificacéo das bactérias do género Xanthomonas deve-se a Saint John-Brooks
et al. (1925), citado por Sugimori, 1981. Esses autores trabalharam com 39
isolados de géneros e espécies diferentes. Obtiveram anti-soros para cada isolado
e observaram a ocorréncia de reagOes cruzadas em testes de precipitagcdo. No
entanto, conseguiram diferenciar 3 grupos sorologicos distintos, que eram as
formas amarela, branca e fluorescente, entre as quais nunca ocorreram reagoes
cruzadas. Também observaram que uma concentragdo adequada do anti-soro era
muito importante para a identificacdo especifica e segura da bactéria.

Schaad (1976), comparando e caracterizando imunologicamente
ribossomos de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, observou que a estrutura

molecular dos ribossomos entre espécies bacterianas é diferente e, com isso,
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podem ser utilizados para separar diferentes espécies de fitobactérias. Bouzar et
al. (1986), testando anti-soros produzidos a partir de ribossomos purificados
verificou a especificidade destes as espéecies de Agrobacterium e Rhizobium
permitindo a caracterizacdo de um isolado desconhecido como pertencente ou
ndo-pertencente a um dos dois géneros. Segundo Thaveechai & Schaad (1984)
nenhum dos imundgenos testados, células fixadas em glutaraldeido e
formaldeido e extratos ribossomais e de é&cido tricloroacético, apresentou
especificidade suficiente para diferenciar X. campestris pv. campestris de outras
espécies de Xanthomonas, em teste de imunofluorescéncia.

O estudo do relacionamento sorologico, utilizando proteinas da
membrana como imundgenos, permitiu agrupar isolados de Erwinia chrysantemi
em quatro sorovares (Yakrus & Schaad, 1979) e isolados de X. campestris pv.
translucens em dois sorovares (Azad & Schaad, 1988), ndo havendo correlacéo
entre hospedeiro de origem e sorovar. De acordo com Dianese & Schaad (1982) e
Minsavage & Schaad (1983), as proteinas de membrana (constituidas por
acucares, proteinas e lipopolissacarideos-LPS) de X. campestris pv. campestris
caracterizam a espécie, sendo assim, importantes na identificagdo e taxonomia de
X. campestris pv. campestris (Thaveechal & Schaad, 1986a e 1986b).

Wruck-Miguel  (2001) analisando sorologicamente isolados de
Xanthomonas campestris pv. campestris e tendo utilizado como imundgeno
células bacterianas inteiras, ndo-tratadas e produtoras de grande quantidade de
capsula, constatou baixos titulos de aglutinacéo e de precipitacdo em gota para 0s
anti-soros, produzidos em coelhos. Segundo o autor as células bacterianas
comportaram-se como imunogenos fracos.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo, obter de células de X.
campestris pv. campestris 0 exopolissacarideo capsular (EPS) e o
lipopolissacarideo da parede celular (LPS) e avalialos quanto a producdo de

anticorpos (imunogeni cidade) e especificidade sorol 6gica



2- MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Bacteriologia de Plantas e
no Laboratério de Imunologia e Virologia da Universidade Federal de Vicosa,
Minas Gerais, no periodo de abril de 2001 a abril de 2003.

21 - Origem, preservacdo e obtencao das fracdes dos isolados de

Xanthomonas campestris pv. campestris

Os isolados de X. campestris pv. campestris foram obtidos na
bacterioteca do Laboratorio de Bacteriologia de Plantas do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa-MG, preservados em meio de
cultura YDC (yeast extract-dextrose-CaCOs) (Wilson et al., 1967) e em glicerina.
Os isolados, xccl e xcc2, foram escolhidos pois em estudo do relacionamento
soroldgico entre isolados de X. campestris pv. campestris, realizado por Wruck-
Miguel (2001), verificou-se que o0 anti-soro originado do isolado xccl

reconheceu 97% dos isolados testados. O anti-soro originado do isolado xcc2,



por sua vez, reconheceu apenas 57,5%. Os isolados xccl e xcc2 foram obtidos,
respectivamente, de Raphanus sativus e Brassica oleracea var. italica.

Os isolados foram confirmados quanto a pureza e submetidos aos testes
de Gram (Fahy & Perdey, 1983) e patogenicidade para a confirmacdo da
identidade, sendo ent&o obtidas as fragOes exopolissacarideo capsular (EPS) e

lipopolissacarideo da parede celular (LPS).

2.1.1 - Extracao do Exopolissacarideo Capsular (EPS)

O método adotado para extragéo do EPS foi utilizado por Ayers et al.
(1979) e por Romeiro et al. (1981a) para Erwinia amylovora, por Athayde (1981)
e Romeiro et al. (1982b) para X. campestris pv. manihotis e por Kimura (1996)
para X. campestris pv. vesicatoria.

Os isolados de X. campestris pv. campestris foram inicialmente
cultivados em meio liquido 523 de Kado & Heskett (1970), durante 36 horas a
28+1 °C. Posteriormente, cada isolado foi semeado (aliquota de 100 pL) em
placas de Petri de 9,0 cm de diédmetro contendo o meio de Kelman (1954), sem o
sal de tetrazdlio, e incubadas a 28+1 °C durante 48 horas. Para remocao das
células bacterianas, foram escolhidas placas em que os isolados apresentaram
crescimento uniforme, sem quaisguer contaminantes. A cada placa de Petri
adicionaram-se 5 ml de solucéo salina tamponada (tampéo de fosfato 0,1 M, pH
7,0 em NaCl 0,85%) contendo 0,05% de azida sodica. As células bacterianas
foram suspensas, com o0 auxilio de uma espatula de Drigalsky, tendo-se o
cuidado de ndo ferir o meio de cultura As células bacterianas foram
sedimentadas a 10.000 g por 20 minutos (Sorvall RC5-B) e os sedimentos,
reservados para posterior extragdo do LPS. Aos sobrenadantes, adicionou-se
etanol 95% até atingir concentracdo final de 70% de etanol. As misturas foram
incubadas por 12 horas a 4°C. Estas foram ent&o submetidas & centrifugacéo a
10.000 g por 30 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos
ressuspensos em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0 contendo 0,05% de azida sodica.
O procedimento de precipitacdo com etanol 95% foi repetido para cada isolado

de X. campestris pv. campestris. As misturas foram a seguir submetidas a
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centrifugacdo a 10.000 g por 30 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e
os sedimentos ressuspensos em pequeno volume de EDTA 0,1 M, pH 7,0. Estas
suspensdes sofreram didlise contra &gua destilada (400 volumes) a 4°C. Trocas de
agua em intervalos de 12 horas foram redlizadas num periodo de 48 horas. Os
produtos finais da didlise (preparacdo crua do EPS) foram armazenados em

congelador a—18°C até 0 momento de sua utilizagzo.

2.1.2 - Extracao do Lipopolissacarideo da Parede Celular (LPS)

O método adotado para obtencdo do LPS foi uma modificagdo do
método de Jonhson & Perry (1976) realizado por Romeiro et al. (1982a; 1982b)
para extracdo do lipopolissacarideo de X. campestris pv. manihotis.

O sedimento obtido no procedimento de extracdo do EPS (item 2.1.1) foi
ressuspenso em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0, contendo azida sodica a 0,05%
(p/v). Posteriormente, as suspensdes bacterianas foram fervidas por 30 minutos e
transferidas para banho-maria a 70°C. Adicionou-se a cada suspensdo igual
volume de fenol 90% (p/v), também a 70°C. As misturas foram agitadas por 15
minutos e em seguida incubadas a 0°C, por uma noite, sob agitacdo. As misturas
foram, entdo, centrifugadas a 3.000 rpm, por 20 minutos a 4°C. As fases fendlica
e o0s sedimentos foram descartados e a fase aquosa pipetada. Estas, por sua vez,
sofreram didlise contra &gua destilada (400 volumes) a 4°C, até desaparecer o
odor de fenol. Trocas de agua em intervalos de 12 horas foram realizadas num
periodo de 48 horas. Os produtos finais da didlise sofreram centrifugacéo a
54.500 g por 30 minutos. Os sedimentos foram descartados e 0 sobrenadante,
consistindo a preparaczo crua do LPS, armazenado em congelador a—18°C até o

momento de sua utilizaggo.

2.2 - Preparo do | munogeno

As fracOes de EPS e LPS foram emulsificadas, para a primeira
imunizagdo, com o adjuvante completo de Freund (Difco) e, posteriormente, com

o adjuvante incompleto de Freund (2% e 3% imunizagGes), na proporcdo de 1:1

11



(viv). A emulsificagdo foi realizada com seringa de 3 ml, sem agulha. As
misturas foram aspiradas e expiradas até que a emulsio apresentasse aspecto

Viscoso e denso, ndo se desfazendo quando em contato com a agua.

2.2.1 - Preparo do adjuvante incompleto de Freund

Este adjuvante é composto por 10 ml de 6leo mineral e 10 ml de
lanolina. A lanolina foi fundida e colocada com o 6leo mineral em um gral de
porcelana previamente aguecido em estufa. A mistura depois de homogeneizada
foi dividida em aliquotas e acondicionada em frascos limpos. O armazenamento
do adjuvante foi feito em congelador a -18°C, sendo aguecido no momento de

sua utilizaggo.

2.3 - Imunizacao dos coelhos

Foi utilizado o método descrito por Mezencio (1981) e usado por
Oliveira (1995) e Wruck-Miguel (2001), para imunizacdo de coelhos machos de
aproximadamente trés meses de idade, da raca Nova Zelandia, os quais foram
mantidos isolados e alimentados apropriadamente, no decorrer do experimento.
Para cada fracao bacteriana obtida dos isolados de X. campestris pv. campestris
foram imunizados dois animais. Para se dispor do soro controle ou soro normal,
foram coletados 10 ml de sangue de cada anima uma semana antes da primeira
imunizagdo. Os coelhos foram imobilizados e aplicou-se-lhes 0,5 ml do
Imunogeno, por via intramuscular, em cada coxa, totalizando 1,0 ml por animal.
Foram imunizados oito animais. Apos 15 dias repetiu-se 0 procedimento anterior
constituindo, assim, a segunda imunizagdo. Uma terceira imunizagdo foi
realizada 15 dias apds a segunda, porém se aplicou 0,2 ml do imundgeno, via
subcutanea, em trés diferentes pontos do corpo do animal (dorsos do pescogo e
da regido lombar). O sangue dos coelhos imunizados foi coletado quinze dias

apos a Ultima imunizaco.
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2.4 - Obtencéo do anti-soro policlonal

O sangue dos animais foi coletado efetuando-se uma peguena incisao
longitudinal na vela marginal da orelha e o sangue recolhido em recipiente
estéril. Os frascos com o0 sangue foram mantidos ao ambiente por uma hora e em
seguida, em geladeira, por 4 horas. Com auxilio de um bastéo de vidro estéril
separou-se 0 codgulo e o soro, e este foi transferido para tubos e submetido a
centrifugacdo por 15 minutos a 3.000 rpm, a 4°C. Descartou-se 0 sedimento e
transferiu-se o sobrenadante para frascos esterilizados, com tampa, em aliquotas
de aproximadamente 1,0 ml. Os frascos contendo o anti-soro policlonal foram
armazenados em congelador a —18°C até o momento da utilizacdo (Mezencio,
1981; Oliveira, 1995 e Wruck-Miguel, 2001).

2.5 - Preparo do antigeno particulado (ANP)

As células dos isolados xccl e xcc2 foram multiplicadas em meio sdlido
523 de Kado & Heskett (1970) , em placas de Petri e incubados a 28+1 °C por 48
horas. A seguir, as células bacterianas foram ressuspensas em solucdo salina
tamponada (PBS — tampé&o fosfato 0,01 M, pH 7,0, em NaCl 0,85%) com o
auxilio de uma espatula de Drigalsky, sendo filtradas em papel de filtro para
remocdo de fragmentos de meio e de aglomerados de células (Wruck-Miguel,
2001). A concentracdo da suspensdo bacteriana foi gjustada em fotdmetro Leitz,
modelo D, para ODsy = 0,1. A seguir, diluiu-se 1:16 esta suspensdo, em solucao

salinatamponada, pH 7,0.

2.6 - Preparo do antigeno soluvel (ANS)

Os isolados xccl e xcc2 foram cultivados e obtidos conforme descrito no
item 2.5, exceto a diluicdo final na proporcédo de 1:16. Cada suspensdo bacteriana
sofreu cinco ciclos de congelamento-descongelamento e foi posteriormente
fervida por 10 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 10.000 g por 15 minutos.

Coletou-se 0 sobrenadante, que foi transferindo para frascos com tampa, em
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aliquotas de aproximadamente 1,0 ml. O antigeno foi entdo armazenado em

congelador a-18°C até o momento da utilizago.

2.7 - Determinagéo de titulo dos anti-sor os policlonais

A determinacdo de titulo dos anti-soros foi realizada pelos métodos de
aglutinacdo, precipitacdo em gota e imunodifusdo dupla (Teste de Ouchterlony).
Foram utilizadas as técnicas descritas por Romeiro (2001) e Romeiro & Fukuda
(1983).

2.7.1 - Reacdo de aglutinacgao e precipitacdo em gota

2.7.1.1 - Reacdo de aglutinagdo em gota: anti-soro diluido com antigeno

concentrado

Uma lamina de polietileno (9 x 9 cm) quadriculada com caneta
hidrogréfica (quadrados de 1 x 1 cm) foi depositada no fundo umido de uma
placa de Petri. Pedacos de algoddo umedecidos também foram depositados sobre
o fundo da placa de modo a criar uma camara Umida, evitando assim, a
evaporacao das gotas teste. Para o teste de aglutinacdo em gota diluiu-se em série
0 anti-soro de coelho, ou sga, adicionaram-se em cada cavidade de um
microdiluidor 100 pL de solugéo salina tamponada, pH 7,0. A seguir, depositou-
se 100 pL do anti-soro na primeira cavidade do microdiluidor. Homogenei zou-se
a mistura anti-soro/salina, obtendo-se a diluicdo 1:2. Transferiu-se 100 pL da
primeira cavidade do microdiluidor para a segunda e homogeneizou-se a mistura.
Esta foi a diluicdo 1:4. Procedeu-se assim, sucessivamente, de modo a obter as
diluicdbes em série do anti-soro (1:2, 1:4,..., 1:16384). A cada diluicdo, no
microdiluidor, adicionaram-se 100 pL do antigeno particulado (item 2.5).
Homogeneizou-se a mistura, “caminhando” da maior para a menor diluicao.
Removeram-se com micropipeta 20 pL das respectivas diluicdes do anti-soro,
depositando-as no respectivo quadrado feito na lamina de polietileno, na placa de

Petri. As placas foram ento incubadas a 37°C .
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2.7.1.2 - Reacdo de aglutinagdo em gota: anti-soro diluido com antigeno
diluido

Neste procedimento, realizou-se uma nova diluicdo em série do anti-soro
(item 2.7.1.1). Num outro microdiluidor, realizou-se uma diluicdo em série do
antigeno particulado. Removeram-se com micropipeta 10 pL das respectivas
diluicdes do anti-soro depositando-as ao centro de cada quadrado na lamina de
polietileno. Cada diluicéo foi distribuida, na placa de Petri, de forma que cada
diluicdo do anti-soro fosse cruzada com cada diluicdo do antigeno particulado

(10 pL). As placas foram ent&o incubadas a 37°C .

2.7.1.3 — Reacéo de precipitacdo em gota

O teste de precipitacdo em gota foi executado de maneira idéntica ao
descrito no item 2.7.1.2 porém, ao invés de antigeno particulado, foram
utilizados o antigeno soluvel e as fragdes lipopolissacaridica (LPS) e
exopolissacaridica (EPS) das células bacterianas.

Em ambos os procedimentos, descritos no item 2.7.1, eram feitos
controle para 0 antigeno (antigeno + salina), para o anti-soro (anti-soro + saling)
e para 0 soro-controle (soro controle + antigeno). Leituras foram realizadas apds
seis horas de incubagdo, a binocular estereoscopica com 0 menor aumento. A
presenca do precipitado indicou reacdo positiva. Foram realizadas duas

repeti cdes para cada diluicéo.

2.7.2 — Teste de Imunodifusdo dupla Ouchterlony (IDD)

No método de imunodifusdo dupla de Ouchterlony (Ouchterlony, 1968;
citado por Bouzar & Moore, 1990) preparou-se, previamente, gel de agarose
0,8% (p/v) em tampdo salina borato, pH = 8,4 - 8,6 (Carpenter, 1975). O gel de
agarose foi fundido em banho-maria a 48-50°C por 20 minutos e distribuido em

placas de Petri (13 ml/placa).
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Sobre 0 gel, confeccionou-se com auxilio de um furador proprio
(contendo um orificio central e seis orificios circundantes equidistantes entre si e
igualmente distantes do orificio central, apresentando o0 mesmo diametro),
orificios que permitiram a distribuicdo dos reactantes anti-soro e antigenos,
exceto os antigenos particulados, concentrados e€/ou diluidos, sendo que, no
orificio central foi colocado um dos reactantes e, nos circundantes, o0s reactantes
homaologos ou heterdlogos ou ainda, diferentes diluicdes destes. A placa de Petri,
devidamente fechada, foi entdo mantida ao ambiente por 24 horas apds 0 que,
avaliou-se a formacdo de bandas de precipitacéo, caracteristica de reagdo positiva

entre antigeno e anticorpo.
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3-RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1 Determinacéo detitulo dos anti-sor os policlonais

3.1.1 - Reacdo de aglutinagdo e precipitacao em gota

3.1.1.1 - Reacdo de aglutinagdo: anti-soro diluido com antigeno concentrado
Neste caso, o titulo de aglutinacdo ndo foi observado, ou sgja, hdo houve

formacdo da malha antigeno-anticorpo quando se utilizou como antigeno

suspensao bacteriana concentrada, item 2.5. Este fato, relatado por Carpenter

(1975), ocorre em casos onde ha excesso de antigeno (determinantes antigénicos)

ou anticorpos.
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3.1.1.2 - Reagdo de aglutinagdo: anti-soro diluido com antigeno diluido e
reacao de precipitacdo em gota

Ao contrario do resultado anterior, quando se utilizou suspensdo
bacteriana diluida (ANP xccl e ANP xcc?2), verificou-se a formagéo da malha de
aglutinacdo (titulo). Nesta situacdo o equilibrio entre as concentracdes antigeno-
anticorpo permitiu a aglutinagéo destes e, consegientemente, a visualizacéo da
malha (Carpenter, 1975). De acordo com os titulos de aglutinacdo e precipitacéo
em gota obtidos (tabela 1), foi observada diferenca entre animais quanto a
producdo de anticorpos, confirmando o que é criteriosamente discutido por Ball
et al. (1990).

Tabela 1. Titulos de aglutinagcdo e precipitacdo dos anti-soros obtidos a partir de
imunoégenos de X. campestris pv. campestris.

Anti-sor os
Antigenos | I 1 v V VI | VII | VIII | IX X XI Xl
ANP xccl | 1:.32 - - - 1:8 | 1:16 - - 1:8 - 1:8 | 1.8
ANP xcc2 | 1.4 - 1:32 - - 1.4 - - - 1:16 - -
ANS xccl - 1:16 | 1:8 - 1:2 | 1:16 | 1.8 - - - - -
ANSxcc2 | 1.8 | 1.8 - - 1.2 | 1116 | 1.2 - 14| '8 | 1:116| 1:8
EPS xccl - - - - 1.2 - - - 1.2 | 1.2 | 1.4 | 18
EPSxcc2 | 1.2 | 1.4 - - - - - - 1.8 | 1.4 | 1.8 -
LPSxccl | 1:32 - 1:16 - 1:2 | 116 | 1:2 - - - - -
LPSxcc2 | 1.4 - - - 1:16 | 1:8 - - 1.4 - 1:4 | 1.8

Legenda:

| e ll = animais imunizados com exopolissacarideo capsular do isolado xcc2.

[l e 1V = animaisimunizados com lipopolissacarideo da parede celular do isolado xcc2.

V e VI = animais imunizados com exopolissacarideo capsular do isolado xccl.

VIl e VIl = animais imunizados com lipopolissacarideo da parede celular do isolado xccl.
IX e X = animais imunizados com suspensdo bacteriana do isolado xccl.

X1 e XIl = animais imunizados com suspensdo bacteriana do isolado xcc2.

- resultado negativo

Os titulos dos anti-soros produzidos tanto contra células inteiras (Wruck-
Miguel, 2001) como contra as fragdes EPS e LPS, de isolados de X. campestris
pv. campestris, apresentaram-se baixos (1:16 e 1:32) e inespecificos, ou sga,
anti-soro produzido contra o isolado xccl reconheceu antigeno proveniente do
isolado xcc2 e vice-versa. Em se tratando de isolados pertencentes a mesma
espécie e patovar o resultado era esperado, embora Wruck-Miguel (2001) tenha
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encontrado um isolado de X. campestris pv. campestris que ndo foi reconhecido

por anti-soros produzidos contra sete isolados do patégeno.

3.2 —Teste deimunodifusdo dupla Ouchterlony (IDD)

Verificou-se na tabela 2, que o antigeno solivel (ANS xccl) e o
lipopolissacarideo da parede celular (LPS xccl), obtidos do isolado xccl, néo
reagiram com quaisguer anti-soros testados e que o antigeno soltvel (ANS xcc2)
e 0 exopolissacarideo capsular (EPS xcc2), obtidos do isolado xcc2, foram
reconhecidos pelos mesmos anti-soros. Anti-soros produzidos contra a fragéo
LPS, tanto do isolado xccl (VII e VIII) como do xcc2 (Il e IV), nédo

reconheceram quaisguer antigenos.

Tabela 2. Resultado do teste de IDD quando se utilizou como reactantes,
antigeno e anti-soro concentrados.

Anti-soros
Antigenos | | (v \Y VI [ VIL | VI IX X Xl | Xl
ANSxccl | - - - - - - - - - - - -
ANSxcc2 | + + - - - - - - + n ¥ n
EPS xccl - - - - + + - - - + + +
EPSxcc2 | + + - - - - + n ¥ n
LPSxccl | - - - - - - - - - - - -
LPSxcc2 | + + - - - - - - + + - -

" resultado negativo, ndo houve formacdo da banda de precipitacéo.
* formac&o de banda de precipitacdo entre os respectivos antigeno x anti-soro.

Os resultados dos testes de imunodifusdo dupla de Ouchertelony (tabelas
2, 3, 4 e 5) permitem verificar que o isolado xcc2 mostrou-se mais imunogénico
e especifico que o isolado xccl e que a fragcdo EPS mostrou-se mais
imunogénica, havendo portanto, diferenca antigénica entre isolados e entre
fracbes de uma célula bacteriana. Thaveechal & Schaad (1984), comparando
diferentes preparacbes imunogénicas (células fixadas em glutaraldeido e
formaldeido e extratos ribossomais e de acido tricloroacético) obtidas de isolados
de X. campestris pv. campestris, observaram gue o anti-soro produzido contra
extratos ribossomais, comparados em teste de IDD, apresentaram alta correlagéo

entre sorovar e hospedeiro de origem. Com a andlise soroldgica e eletroforética
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de proteinas de membrana de X. campestris pv. campestris, Thaveecha &
Schaad (1986a) verificaram que o0 anti-soro produzido contra proteinas de
membrana apresentou especificidade ao nivel de subespécie, sendo tdo ou mais

especificas que os extratos ribossomais.

Tabela 3: Resultado do teste de IDD quando se utilizou como reactantes,
antigeno concentrado e anti-soro diluido.

Anti-sor os
Antigenos [ I \Y/ VI VIl X X Xl
ANSxcc2 | 1:32 1:16 - - 1.4 1.4 1:2 1:2
EPS xcc2 1:16 1:8 - - 1:4 1:4 1.4 1.4
L PS xcc2 1:2 1:2 - - - - - -
EPS xccl - - 1:4 1:4 - - 1:4 1:4

Tabela 4. Resultado do teste de IDD quando se utilizou como reactantes,
antigeno diluido e anti-soro concentrado.

Anti-sor os
Antigenos | [ \Y VI VIl I X X XI
ANS xcc2 1.4 1:4 - - 1.4 1.4 1:4 1:2
EPS xcc2 1:4 1:4 - - 1:4 1:4 1.2 -
LPSxcc2 | 1:64 1.64 - - 1:64 1:32 - -
EPS xccl - - 1:4 1:8 - - 1.4 1.8

Tabela 5: Resultado do teste de IDD quando se utilizou como reactantes,
antigeno e anti-soro diluidos.

Anti-sor os
Antigenos [ I \ VI VIl X X XI
ANS xcc2 1.8 1:8 - - 1:8 - - -
EPS xcc2 1:4 1:4 - - - - - -
L PS xcc2 1:4 1:4 - - - - - -
EPS xccl - - - 1:8 - - - -

O antigeno LPS xcc2 mostrou maior atividade de precipitacdo (maior
titulo) em gel (tabela 4). Romeiro et al. (1982b) obtiveram 0 mesmo resultado
guando examinaram a atividade de precipitacéo de extratos de LPS contra anti-

soro produzido contra células inteiras de Xanthomonas campestris pv. manihotis.
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As diferencas observadas entre os testes de IDD e o teste de aglutinacéo
e precipitacdo em gota refletem a baixa imunogenicidade, tanto das células
inteiras quanto das respectivas fragdes. O IDD porém, mostrou-se mais sensivel.
Thaveecha & Schaad (1984) separaram isolados de X. campestris pv. campestris
em quatro sorovares, utilizando IDD. Os sorovares A e B eram compostos por
isolados de espécies de brassicaceas cultivadas; ja os sorovares C e D, por
isolados obtidos de espécies silvestres. N&o foi possivel, porém, a diferenciacéo
destes quando se utilizou imunofluorescéncia indireta. Yakrus & Schaad (1979)
verificaram que os antigenos de E. crhysanthemi foram altamente especificos ao
nivel de espécie em teste de aglutinagcdo sendo os isolados testados divididos em
quatro sorovares por |IDD.

Diante dos baixos titulos obtidos (1:16 a 1:64) concluimos que as
fracOes EPS e LPS de X. campestris pv. campestris utilizadas na producéo de
anti-soro levaram a producédo de pequena quantidade de anticorpos, nas
condicdes em que os ensaios foram redlizados. Por esta razéo, em trabalhos
futuros, testes como ELISA e “imuno-dot-blot”, mais sensiveis e especificos,
constituir-se-80 importantes ferramentas de modo a obter resultados mais
precisos, hgja visto, a variabilidade na sensibilidade e especificidade dos diversos

testes sorol 6gicos.
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