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RESUMEN: La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi, es una
devastadora enfermedad que afecta a varios cultivos de importancia econémica a nivel mundial. La capacidad
de supervivencia del patégeno y la ocurrencia de infecciones latentes hace que el diagnéstico tenga una
importante funcién en la prevencion de la enfermedad. El objetivo de este trabajo fue realizar una revision
critica de las técnicas disefiadas para su diagndstico y analizar los factores que influyen en el desempefio de
las mismas. Los métodos como el cultivo in vitro y las pruebas de patogenicidad son laboriosos, dependen de
la interaccion planta-patégeno y tardan en arrojar los resultados. Las técnicas basadas en principios serologicos
y en la deteccidn de acidos nucleicos permiten la deteccion sensible y automatizada del patégeno; sin embargo,
la serologia depende de la calidad de los anticuerpos y las técnicas moleculares son afectadas por sustancias
inhibidoras presentes en las muestras y por la especificidad de los oligonucleétidos. El andlisis de la probabilidad
post-test en funcion de la prevalencia, permite decidir con mayor precisién las técnicas apropiadas para el
diagndstico. El uso combinado de técnicas basadas en diferentes principios bioldgicos aumenta la fiabilidad del
diagnostico, y se recomienda para los procedimientos de cuarentena y certificacion de material de importacién
que se realizan en Cuba. El empleo de una nueva técnica requiere de la comprobacion de su robustez mediante
ensayos intra e interlaboratorios, antes de ser implementada en los sistemas de diagndstico.
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Advances in the diagnosis of bacteriol wilt (Ralstonia solanacearum): current situation
in Cuba and perspectives

ABSTRACT: Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi, is a devastating plant
disease that affects several crops of worldwide economic importance. The pathogen ability for surviving in
different environments and causing latent infections becomes an accurate diagnosis as a key point for the
disease prevention. The aim of this work was the critical review of these techniques and the analysis of those
factors affecting their performance parameters. Traditional methods based on in vitro cultures and pathogenicity
tests are laborious, dependent of plant pathogen interactions and slow for obtaining the results. Advanced
techniques based on serological principles and nucleic acid detection allow the automated and sensitive pathogen
detection, but serology depends on antibody quality and molecular techniques are limited by oligonucleotide
specificity and presence of inhibitory substances in the samples. Post-test probability analysis in function of
the prevalence provides a higher accuracy in the decision making about the appropriate techniques for diagnosis.
Combined use of several techniques based on different biological principles increases diagnosis reliability, and
is therefore recommended for quarantine and certification of plant material imported by Cuba. The inclusion
of a new technique into a diagnosis scheme requires a previous exhaustive testing of its performance with
inter and intra laboratories evaluations.
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INTRODUCCION

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi, es una enfermedad
gue se encuentra distribuida a nivel mundial y afecta a
cientos de especies de plantas en 54 familias (1). La
bacteria es responsable de considerables pérdidas en
muchos cultivos horticolas y en solanaceas como la
papa, donde dejainutilizadas grandes extensiones de
tierras contaminadas con el agente (2).

Las afectaciones provocadas por este patdgeno no
solo radican en el hecho de que destruye los cultivos,
también posee una excepcional habilidad para sobre-
vivir en el agua, el suelo y la rizosfera de plantas no
hospedantes (3). Esto, sumado a la frecuente presen-
cia de infecciones latentes, estableci6 la necesidad
de conocer y contar con métodos sensibles y especi-
ficos para detectar la bacteria en dicho estado (1).

En la actualidad, existen una serie de pruebas des-
critas para el diagnéstico y la deteccion del patégeno
(4). Sin embargo, el uso de estos métodos presenta
ventajas y limitaciones en dependencia de las carac-
teristicas de la técnica, la muestra problema o la pre-
valencia de la enfermedad; entre otros factores.

La marchitez bacteriana constituye una seria ame-
naza para la agricultura en Cuba por su extensa distri-
bucion en todas las islas del Caribe y el continente
americano y la amplitud de hospedantes que posee.
Adicionalmente, desde hace algunos afios tiene lugar
la importacién de semillas de papa (Solanum
tuberosum L.) procedentes de diferentes paises. Esto
conlleva un aumento del riesgo de introduccion y es-
tablecimiento de la enfermedad, debido a que en el
pais existen las condiciones climaticas propicias para
el desarrollo y supervivencia de R. solanacearum (5),
resultando significativo que los servicios fitosanitarios
conozcan y dispongan de las herramientas que permi-
tan la deteccion de esta bacteria, con el fin de impedir
la entrada de material infectado al pais (5).

El objetivo de este trabajo fue realizar una revision
critica de las principales técnicas disponibles para la
deteccion de este importante patégeno, exponiendo
los principales factores que influyen en el desempefio
de las mismas y los aspectos a tener en cuenta para
la correcta implementacién de estos sistemas.

PARTE ESPECIAL

La marchitez bacteriana y su agente causal R.
solanacearum

La marchitez bacteriana fue descrita por primera
vez en los Estados Unidos en el afio 1896 en cultivos
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de papa, tomate y berenjena (6). En la actualidad se
encuentra distribuida en las regiones tropicales y
subtropicales de los cinco continentes geograficos (7)
y afecta a 54 familias de plantas (1).

Las pérdidas causadas por esta enfermedad son
enormes a nivel mundial; no obstante, resulta dificil
hacer una estimacion exacta debido a la escasa infor-
macion existente sobre los dafios que ella produce en
la agricultura de subsistencia y por el abandono de los
cultivos altamente susceptibles al patdégeno. En pai-
ses donde R. solanacearum es un patdgeno
cuarentenado, la enfermedad produce pérdidas econé-
micas directas por la completa destruccion de las co-
sechas infectadas y de manera colateral, por las res-
tricciones para cultivar en las tierras infectadas y la
prohibicion del empleo de aguas contaminadas con la
bacteria, entre otras medidas (1).

La especie heterogénea Ralstonia solanacearum
se debe tratar como un complejo de especies. Tradi-
cionalmente las cepas de este complejo fueron clasi-
ficadas de manera informal en 5 razas, de acuerdo a
su gama de hospederos y en 6 biovares, relacionados
con sus propiedades bioquimicas (8).

Por otra parte, el andlisis de las secuencias
nucleotidicas de la region intergénica (ITS) entre el ARNr
16S-23S y del gen de la endoglucanasa, permitieron
dividir el complejo de cepas de la especie en cuatro
grupos denominados filotipos. Estos grupos se corres-
ponden con el origen geografico primario de cada cepa
y a su vez se encuentran subdivididos por variantes de
secuencias nucleotidicas a las que se les denomina
secuevares (Tabla 1) (8).

Ciclo de vida del patégeno y epifitiologia de la
enfermedad

Cuando esta bacteria se instala en una region, las
posibilidades de diseminacion son multiples (a través
de suelo infectado, aguas, labores culturales, restos
vegetales, plantas reservorio, etc.) (9). En el suelo, R.
solanacearum es capaz de soportar un periodo de cua-
tro afios con la capacidad de producir marchitez
bacteriana en hospedantes susceptibles (10) y sobre-
vivir el mismo tiempo bajo condiciones de oligotrofia
(escasez de nutrientes) y en presencia de bajas tem-
peraturas en microcosmos acuaticos (1).

Esta descrito que la bacteria es atraida
quimiotacticamente (movimiento estimulado por sus-
tancias quimicas) hacia sus hospedantes por diversos
aminoacidos, acidos organicos y especialmente por
exudados de laraiz (1) y que la concentracién de oxi-
geno dentro de las células del hospedante también
cumple importante funcién en la localizacion de la plan-
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TABLA 1. Filotipos y biovares de R. solanacearum./ Phylotypes and biovars of R. solanacearum.

Filotipo Origen Geogréfico Biovar
Filotipo | Asia 1,45 3,4,5
Filotipo Il América 1,2 1, 2A, 2T
Filotipo 111 Africa e islas adyacentes 1,3 1, 2T
Filotipo IV Indonesia, Australia y Japon 1,3 1, 2A, 2T

ta por parte del patégeno (11). Posteriormente, la pe-
netracién a la planta ocurre, generalmente, por la raiz,
através de heridas o en puntos de emergencia de pe-
los radicales o raices laterales (se ha comprobado que
también puede penetrar por las hojas a través de los
estomas) (2, 9).

Una vez en el interior de su hospedante, la bacteria
pasa una primera fase en el cortex y posteriormente
invade los haces conductores del xilema, donde se
multiplica hasta causar el marchitamiento y/o la muer-
te de la planta. Posteriormente, la bacteria se libera de
su hospedante hacia el suelo, el agua o restos vegeta-
les donde puede sobrevivir hasta encontrar una nueva
planta susceptible o reservorio (1).

Las infecciones latentes son de gran importancia
para la diseminacién del patégeno, por lo que también
fueron muy bien documentadas. La capacidad de la
bacteria de permanecer en material vegetal sin la ma-
nifestacion de sintomas ha sido la principal via de di-
seminacion a largas distancias y la causa de brotes
acontecidos en la Unién Europea a través de tubércu-
los de papa contaminados (12) y en plantas ornamen-
tales en Estados Unidos(13). Otros estudios sugierieron
gue R. solanacearum puede prevalecer en la region del
Caribe en forma latente en plantas del género Musa
spp. (8, 14). De aqui la importancia de contar con mé-
todos lo suficientemente sensibles para detectar la
bacteria en dicho estado y limitar la diseminacion de
tan devastadora enfermedad.

Métodos de diagnéstico de la marchitez
bacteriana

- Diagnéstico presuntivo basado en la sintomatologia
y pruebas morfoldgicas

Los sintomas externos mas caracteristicos de la
enfermedad son marchitamiento, enanismo y
amarillamiento del follaje. Estos pueden aparecer en
cualquier etapa del crecimiento del hospedante suscep-
tible, aunque el marchitamiento total y colapso de la
planta es mas frecuente en plantas jovenes (6). Los sin-
tomas internos se basan en el cambio de color de los
haces vasculares a color pardo o amarillo, en etapas
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tempranas de la enfermedad. A medida que la enferme-
dad avanza, la mayor parte de la planta se va marchi-
tando y la coloracion de los tejidos conductores va cam-
biando de marrén oscuro a negro. En estadios avanza-
dos, la degradacion de las vesiculas ocluidas del xilema,
combinada con la extensiva invasion y la destruccion
de los tejidos circundantes (floema, cértex y epidermis)
producen el colapso y muerte de la planta (6).

La realizacion de cortes transversales en la parte
basal del tubérculo de papa permite observar los cam-
bios en la coloracién de la linea vascular y la presencia
de exudado bacteriano, que puede fluir de forma espon-
tanea o por la presion ligera con los pulgares. En el
tomate, la realizacién de estos cortes en la base del
tallo puede mostrar el oscurecimiento a color pardo de
los haces vasculares de los que gotean exudados
bacterianos. En este Ultimo cultivo, es caracteristica la
formacion excesiva de raices adventicias del tallo, es-
pecialmente en condiciones de bajas temperaturas (15).

Porciones de la parte basal del tallo de plantas
sintomaticas se pueden tomary colocarse en un reci-
piente transltcido con agua cristalina. Al cabo de va-
rios minutos se observa la aparicion de los exudados
bacterianos en forma de hilos lechosos, como indicati-
vo de la multiplicacién del patégeno en los haces
vasculares de la planta (prueba del flujo bacteriano) (16).

Durante el muestreo también es importante dife-
renciar los sintomas de pudriciéon parda en la papa
causada por R. solanacearum de los de la pudricion
anular causada por Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus. La reaccion diferencial de los exudados
bacterianos frente al hidroxido de potasio (3%), pro-
ducto de diferencias en la composicion de la pared
celular de estos patdgenos permite realizar esta dis-
criminacion (prueba del KOH) (17).

Otros métodos basados en la observacion de los
granulos del polihidroxibutirato (PHB) presentes como
material de reserva en las células de R. solanacerum,
pueden ser empleados como técnica de diagnéstico
presuntivo. Estos procedimientos requieren del uso de
colorantes especiales y el empleo de un microscopio
Optico de inmersion para su realizacién (18).



Cabe sefialar que ninguno de estos métodos per-
miten la identificacion especifica de R. solanacearum,
pero son de utilidad a la hora de realizar el muestreoy
pueden ser empleados como técnicas auxiliares en
estaciones fitosanitarias con pocos recursos.

- Métodos de aislamiento

El aislamiento de R. solanacearum a partir de
muestras vegetales sintomaticas generalmente resul-
ta facil, debido a la alta concentracién de la bacteria
en los tejidos de la planta. Sin embargo, el cultivo pue-
de fallar en infecciones latentes, en estadios avanza-
dos de la infeccién o por la competencia o el
sobrecrecimiento de bacterias saprofitas (9). Cuando
se trata de muestras de suelo y agua, el asilamiento
resulta mas complejo, pues es mayor la presencia de
bacterias antagonistas y otros microorganismos
depredadores y se suma la posible entrada de la bac-
teria en estado viable no cultivable (1).

Para contrarrestar estos inconvenientes se disefia-
ron varios medios para el aislamiento selectivo del pa-
tégeno (18, 19, 20, 21), no obstante, ninguno de ellos
fue completamente satisfactorio (9).

El Medio Sudafrica Modificado (SMSA) fue el mas
utilizado por su selectividad, con valores de deteccion
entre 10-102 UFC/ml a partir de suspensiones
bacterianas puras. No obstante, se debe diferenciar R.
solanacearum de otras bacterias que también pueden
crecer en este medio (9). Otras desventajas radican
en que presenta una mayor complejidad en su elabo-
racion y resulta mas costosa su implementacion debi-
do al uso de antibiéticos especificos.

La sensibilidad del aislamiento selectivo en medio
de cultivo sélido puede mejorarse si se realiza un paso
previo de enriquecimiento en medio semiselectivo li-
quido. La aplicacion de esta técnica aumenta la con-
centracion del patdgeno en la muestra (18, 19, 20) y
permite la adsorcion o dilucién de compuestos
inhibidores de técnicas como el ELISA (por sus siglas
en inglés Enzime-Linked Immunosorbent Assay) y la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (21, 22).

Elinmunoaislamiento o inmunocaptura, es otra de
las técnicas que fue introducida en los esquemas de
deteccién para bacterias fitopatdgenas. Se basa en la
captura selectiva, mediante anticuerpos especificos,
de células diana presentes en una muestra que con-
tiene diversos microorganismos (23).

Esta metodologia permite concentrar el patégeno
de interés en la muestra problema, eliminar la presen-
cia de bacterias antagonistas que puedan aparecer en
el aislamiento, asi como disminuir el efecto inhibidor
asi como disminuir el efecto inhibidor de algunos com-
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puestos sobre técnicas como la PCRy el ELISA (19).
Latécnica es recomendada como una alternativa a la
utilizacion de medios selectivos, debido a su alto por-
centaje de recuperacion de células diana, a partir de
diferentes tipos de muestras y por el corto tiempo que
se emplea en el aislamiento. No obstante, sus costos
son elevados y no siempre se obtienen valores bajos
de deteccion. Para R. solanacearum, esta prueba
mostro valores de deteccion de 10* UFC/ml a partir de
suspensiones bacterianas puras y permitio la detec-
cion del patégeno en malezas reservorio (24). Otros
autores informaron que el método aumenta los niveles
de deteccion del patégeno en muestras de agua cuan-
do se usa previo a la realizacién de la PCR (25).

- Métodos bioldgicos

Las pruebas de patogenicidad resultan de facil apli-
cacion a R. solanacearum; sin embargo, debido a que
dependen de la relacion entre el hospedante especifico
y el patdgeno, resulta necesario en primer lugar, deter-
minar larazay el biovar de cada cepa, paraluego esco-
ger el hospedante que se utilizara en el ensayo (9).

Los métodos de inoculacion varian en dependencia
de la planta, desde la puncion o apertura de heridas en
yemas axilares y la aplicacion del patdgeno en peque-
flos volumenes, hasta métodos mas naturales que re-
quieren que las bacterias sean aplicadas a las raices
de las plantas. En éste Ultimo caso, se observé que la
herida intencional de las raices mejora la consistencia
de la infeccidn (18), ya que constituye una puerta de
entrada adicional para la bacteria y posiblemente po-
tencien el efecto quimiotactico de los exudados de la
raiz (1); no obstante, esta variante presenta la desven-
taja de que son necesarios grandes volimenes de
inoculo para suimplementacion (18).

Con ¢ptimas condiciones de temperatura, hume-
dad e iluminacion, los valores de deteccion de los en-
sayos de patogenicidad varian entre 103-10° UFC/mly
los resultados son obtenidos en 7 dias. Cuando la con-
centracion del patdgeno es inferior a estos valores, los
sintomas pueden no manifestarse o demorarse en su
aparicion mas de 20 dias. Sin embargo, también es
posible aislar el patégeno en plantas asintomaticas
hasta valores de 10-102UFC/ml (9).

Los métodos bioldgicos resultan de gran importan-
cia para el diagnostico, pues permiten confirmar la
capacidad del patégeno para producir enfermedad en
la planta hospedante. A pesar de esto, estas técnicas
son laboriosas y presentan como desventajas su ele-
vado costo, el tiempo requerido para la obtencion de
los resultados y las limitaciones para su aplicacion en
gran escala (26).
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- Técnicas serolbgicas

Las pruebas serolégicas son de gran utilidad debi-
do a que, en ocasiones, el aislamiento del patégeno a
partir del material vegetal puede fallar; ademas, algu-
nas de estas técnicas permiten la deteccion del esta-
do latente de la enfermedad, causa de la disemina-
cion de la bacteria a nivel mundial (27).

El empleo de anticuerpos policlonales para la de-
teccion serolégica de R. solanacearum puede dar lu-
gar areacciones cruzadas con bacterias cercanas como
Ralstonia picketii (Ralston) Yabuuchi y Ralstonia
syzygii (Roberts) Vaneechoutte et al. (9), por lo que los
resultados positivos deben ser confirmados mediante
pruebas secundarias (culturales, patogenicidad, PCR,
métodos bioldgicos). Por otra parte, la mayoria de los
anticuerpos monoclonales obtenidos resultan muy se-
lectivos y no reaccionan con todas las cepas de la
especie debido a la gran variabilidad que existe entre
los diferentes serovares de R. solanacearum, lo que
dificulta la obtencién de un anticuerpo universal (9).

La Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) fue amplia-
mente sefialada para la deteccién de infecciones de
R. solanacearum en tubérculos de papa (4, 27, 28,
29). Los limites de deteccion de la técnica estan entre
10%-10*UFC/ml, incluyendo células vivas, muertas y el
estado viable no cultivable. Sus principales ventajas
radican en que es posible observar la morfologia de la
bacteria, pudiendo descartar posibles falsos positivos
y permitiendo la cuantificacion de la poblacion
bacteriana (9). Como desventaja de la técnica se ha
descrito, la frecuente ocurrencia de reacciones cruza-
das producidas por bacterias que comparten antigenos
de pared con morfologia celular similar a R.
solanacearum. Otra limitacion radica en la interpreta-
cion subjetiva de la morfologia de la tincion celular, la
cual depende de la experiencia del observador (29).

El ELISA es otra de las técnicas implementadas para
la deteccién de R. solanacearum a partir de diferentes
tipos de muestras. Sus limitaciones estan determina-
das por factores como la calidad de los anticuerpos uti-
lizados, la modalidad de la técnica empleada y la pre-
sencia en la muestra de compuestos inhibidores. Con
la introduccién de anticuerpos monoclonales y la utili-
zacion del enriquecimiento selectivo previo a la aplica-
cién de la técnica, se pudo contrarrestar estos inconve-
nientes (9), con un aumento en la sensibilidad desde
10%-10° UFC/ml, a partir de suspensiones bacterianas
puras y hasta 1-10 UCF/ml cuando se trata muestras
de agua o tejidos vegetales (9, 29).

En el Laboratorio de Bacteriologia Vegetal del Cen-
tro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA) se
pusieron a punto las modalidades de ELISA sandwich
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de doble anticuerpo (ELISA-DAS), ELISA en membra-
na de nitrocelulosa (ELISA-NCM) y ELISA-DAS em-
pleando el sistema ultramicroanalitico (UM-ELISA-
DAS). Con estos métodos se obtuvieron valores de
deteccion entre 10y 10°UFC/mly el empleo del enri-
guecimiento previo también mostré un aumento en la
sensibilidad, aunque resultaban necesarias unas 48
horas para obtener los resultados (29).

La técnica de ELISA es de facil ejecucion y
automatizacion en cada una de sus modalidades (9),
por esta razén, aunque en algunos paises no figura
como una técnica de seleccion principal en los esque-
mas actuales de deteccién de cuarentena, continlia
siendo utilizada en el diagnéstico de rutina como téc-
nica auxiliar (4).

Otras técnicas serolégicas, como la aglutinacién en
portaobjetos y con particulas latex, también fueron
implementadas para el diagnostico de la enfermedad y
los resultados se obtienen en minutos (29); sin embar-
go, presentan valores de deteccion por encima de las 10°
UFC/mly es frecuente la presencia de reacciones cruza-
das con otros microorganismos, por lo que los resulta-
dos deben ser comprobados mediante otras pruebas.

- Técnicas basadas en la deteccién de acidos nucleicos

En lo Gltimos afios se produjo un crecimiento
exponencial en el disefio de protocolos para la detec-
cion de acidos nucleicos (26). Entre éstos, la técnica
de PCR ha sido ampliamente utilizada en los esque-
mas de deteccién de esta bacteria a nivel mundial por
sus elevados niveles de especificidad, sensibilidad y
rapidez (9, 30).

Los limites de deteccion de la PCR dependen del
tipo de protocolo y la naturaleza de la muestra utiliza-
da. Se ha descrito que a partir de extractos de papa, el
limite de deteccion de la técnica oscila entre 10*-10?
UFC/ml (31). Sin embargo, estos valores pueden afec-
tarse por la presencia de sustancias inhibidoras pre-
sentes en las en particulas de suelo, en extractos
bacterianos y en la savia de las plantas (32). En este
sentido desempefia una importante funcion la calidad
y correcta realizacién del protocolo de extraccion de
acidos nucleicos. Otra limitacion de esta técnica radi-
ca en la especificidad de los iniciadores. Se plantea
que el cebador Y2, uno de los mas utilizados, no es lo
suficientemente especifico, pues hibrida con R. syzygii,
Xanthomonas arboricola (Vauterin et al.) pv. celebensis
y se ha obtenido sefal con bacterias saprofitas pre-
sentes en los tubérculos de papa (9).

El enriguecimiento selectivo también fue utilizado
previo a la realizacion de la PCR, para la deteccion del
patdégeno en sustratos naturales como material vege-



tal, suelo y aguas corrientes. La combinacién de es-
tas técnicas permite disminuir el limite de deteccién
hasta en dos érdenes en comparacién con los resulta-
dos obtenidos con el empleo de la PCR convencional
a partir de estos sustratos (9, 32). Otros autores utili-
zaron el innmunoaislamiento combinado con la PCR
para la deteccion del patdgeno en plantas reservorios
(24) y en muestras de agua (25).

Con la aplicacion de protocolos de PCR anidada se
logré también un aumento en la sensibilidad y especi-
ficidad de la técnica (33). No obstante, esta metodolo-
gia presenta el inconveniente del elevado riesgo de
contaminacion, pues se realiza en dos pasos de am-
plificacion en tubos diferentes.

Con un novedoso procedimiento de PCR cooperati-
va, desarrollado por Caruso et al. (22) se logré elimi-
nar este problemay se gané en especificidad y sensi-
bilidad, con la combinacién de tres cebadores en la
deteccion del patbgeno en una Unica reaccion. En este
trabajo también se empled el enriquecimiento previo y
se logré un limite de deteccion de 1 UFC/ml a partir de
muestras de agua sin extraccion de ADN.

La PCR en tiempo real se ha convertido en una
técnica estandar en la deteccion de bacterias
fitopatdgenas (30). Existen dos protocolos validados
para la deteccién del patégeno en tubérculos de papa
con valores de deteccion de 30 x 10? (34) y 30 UFC/ml
(35), respectivamente. Con el empleo de esta técnica,
se eliminan los pasos posteriores de la PCR como la
tincion con bromuro de etidio y la electroforesis en gel
de agarosa, lo que permite el analisis de un mayor
ndmero de muestras, mejor automatizacion del proce-
so y disminuye el riesgo de contaminaciones por ma-
nipulacion. No obstante, los costos del equipamiento
y los reactivos para su realizacion son altos y se ha
descrito que puede mostrar reactividad cruzada con
bacterias relacionadas como R. syzygii y
Pseudomonas sp. (35).

Los métodos isotérmicos de amplificacion de ADN
también han sido implementados para la deteccién de
R. solanancearum. Kubota et al. (36) disefiaron un pro-
tocolo de amplificacion isotérmica LAMP (de sus si-
glas eninglés Loop-Mediated Isotermal Amplification)
para la deteccion de esta bacteria, en el cual los re-
sultados se obtienen en tan sélo 3 horas sin la necesi-
dad de un termociclador y la lectura del resultado se
puede realizar mediante electroforesis en gel de agarosa
e incluso de forma visual mediante un aumento en la
turbidez (36). Sin embargo, presenta como limitacio-
nes que se obtiene como resultado un patrén de ban-
das tipo marcador de peso molecular y presenta una
sensibilidad inferior ala PCR convencional (10*-10°UFC/
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ml). A pesar de estos inconvenientes, esta metodolo-
gia constituye una alternativa para los laboratorios que
no poseen el equipamiento necesario para llevar a cabo
una PCR convencional (30).

Otros protocolos fueron disefiados con el objetivo
de la caracterizacion e identificacion del patdgeno, entre
los que se encuentran la PCR mudltiple para la detec-
cion de los filotipos de R. solanacearum (8) y los pro-
cedimientos de Rep-PCR (Regiones repetitivas del
genoma) con los cebadores universales ERIC y BOX
(37, 38).

La Hibridacién Fluorescente in-situ (FISH) es otra
de las técnicas que figura entre las pruebas
moleculares para la deteccion de R. solanacearum. La
misma se basa en la observacion microscopica de la
fluorescencia que emite una sonda marcada, cuando
hibrida con una secuencia especifica del patégeno de
interés. Para R. solanacearum se ha utilizado el gen
del ARNr 23S altamente conservado en la especie (39).

La FISH muestra un limite de deteccion inferior a la
IFI, pero esta diferencia se debe a que esta prueba
solo detecta células vivas y depende de la viabilidad
del patégeno. La FISH tiene como desventajas, el efec-
to indeseado de la autofluorescencia de los tejidos ve-
getales (39) y el elevado costo de la técnica. A pesar
de estas limitaciones, este método es relativamente
rapido (1 dia) y permite discriminar posibles falsos po-
sitivos obtenidos mediante la IFI (9). Ademas, su ca-
pacidad de deteccion a partir de sustratos naturales
como suelo, agua y muestras vegetales, constituye
una alternativa a la aplicacion de la PCR y por tanto,
resulta de gran utilidad en el estudio de la epifitiologia
de la enfermedad en los nichos ecolégicos de
sobrevivencia del patégeno (39).

La capacidad de pequefias moléculas de ADN para
unirse de forma especifica a diferentes tipos de ligandos
también ha sido evaluada para la deteccion de células
vivas de R. solanacearum (40). La técnica por la que
se obtiene estas moléculas es denominada cell-SELEX
(de sus siglas del inglés System Evolution of Ligands
by Exponential Enrichment) y se basa en la unién y
seleccion repetida de librerias de ADN o ARN a molé-
culas diana presentes en la célula del patégeno. Este
proceso obtiene como resultado un conjunto de pe-
quefias secuencias de acidos nucleicos (aptameros)
con una elevada especificidad por la célula diana (41).

Se plantea que esta técnica se muestra como una
alternativa al empleo de anticuerpos monoclonales.
Este método no necesita del empleo de animales ni
de esquemas de inmunizacion, las pequefias molécu-
las de acido nucleico son capaces de unirse con una
elevada afinidad a compuestos muy pequefios no
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inmunogénicos y tienen una mayor estabilidad ante
cambios de salinidad y temperatura. Por otra parte,
estos fragmentos son facilmente acoplables con otros
compuestos para su deteccion (fluoréforos, cromoforos,
iones metalicos) y pueden ser obtenidas en grandes
cantidades mediante sintesis quimica (41).

A pesar de todas estas ventajas, el empleo de esta
metodologia para la deteccion de R. solanacearum se
vio limitada por la elevada variabilidad molecular pre-
sente en la superficie de la bacteria y la baja amplifica-
cién por PCR de los aptameros potenciales (40). Otras
desventajas del método estan en el costo de su dise-
fio, el cual requiere de varios pasos de extraccion de
acidos nucleicos, amplificacion por PCR vy
secuenciacion de los aptameros potenciales.

Parametros de desempefio y validacion de las téc-
nicas de diagnéstico

Durante varios afios los parametros de sensibilidad y
especificidad fueron empleados para evaluar las técnicas
de diagndstico, donde el desempefio aceptable de una
técnica esta avalado por valores superiores al 90%.

Las técnicas descritas en este trabajo demuestran
adecuados valores de sensibilidad y especificidad (Ta-
bla 2), lo que indica que todas son factibles de
implementar para la deteccion del patégeno. Sin em-
bargo, es importante considerar que tanto la sensibili-
dad como la especificidad, ain cuando son indicadores
de la capacidad operacional de una técnica y dan in-
formacion de los verdaderos positivos y negativos, tie-
nen limitantes para demostrar el desempefio de una
técnica pues ambos parametros excluye los falsos
positivos y falsos negativos en el analisis. Otros
parametros comprendidos en las validaciones son los
valores predictivos negativo y positivo; sin embargo,
estos fluctian en funcién de la prevalencia de la enfer-
medad (30, 42).

Sin la estimacién de la prevalencia de la enferme-
dad en una poblacion o la probabilidad de infeccién de
una planta, la interpretacion de los resultados puede
ser comprometedora. Para eliminar estas deficiencias,
se han introducido las razones de verosimilitud (RV),
las cuales se calculan en base a la especificidad y la
sensibilidad y representan ambas, la probabilidad de
la presencia del patdgeno ante un resultado positivo
(con el calculo de la RV positiva) o negativo (con el
calculo de la RV negativa).

Enla Tabla 2 se muestran las RV para cada una de
estas técnicas implementadas y en todos los casos la
RV positiva esta por encima de 10 y la RV negativa
esta por debajo de 0.1, lo que significa que todas las
técnicas tienen la habilidad de expresar si una planta
esta o no infectada, independiente de la probabilidad
de lainfeccion.

A partir de estos parametros y la aplicacion del
teorema de Bayes, se pueden calcular los valores de
probabilidad de que un resultado positivo o negativo,
corresponda efectivamente con el estado sanitario de
la planta, a lo que se denomina probabilidad post-test
(PPT) (Tabla 3) (42).

Para un mejor andlisis, suelen construirse graficos
de PPT contra la prevalencia (o probabilidad pre-test),
donde se pueden comparar simultaneamente el poder
discriminatorio de las diferentes pruebas (Fig. 1) (43).
El efecto de cada técnica se observa en dos curvas,
una para los resultados positivos (curvas por encima
de lalinea de equidad) y otra para los negativos (cur-
vas por debajo de la linea de equidad). La distancia
entre los valores de PPT y la linea de equidad repre-
senta el valor de la probabilidad del diagnéstico y se
emplea para la toma de decisiones (42).

TABLA 2. Pardmetros de desempefio de las técnicas estandarizadas para la deteccion de R. solanacearum en el
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal del CENSA./ Peroformance parameters of the techniques for detecting R.
solanacearum standardized at the Plant Bacteriology Laboratory of CENSA.

Técnica Ref. Sensibilidad Especificidad Complejidad Rapidez Costo

(%) (%)
UM-ELISA-DAS, 97,2 93,5 Media Media Medio | 14,95 | 0,03
ELISA-DAS
ELISA-NCM (29) 96,1 95,2 Sencilla Media Bajo 20,02 | 0,04
A. Latex 96,4 914 Sencilla Alta Medio | 11,21 | 0,04
PCR (5) 97,3 97,0 Alta Alta Alto 32,43 | 0,03

RV+: Razén de verosimilitud para los resultados positivos

RV-: Razén de verosimilitud para los resultados negativos

Rev. Proteccion Veg. Vol. 28 No. 3 (2013)



167

TABLA 3. Comparacion de los valores de PPT de las técnicas estandarizadas para la detecciéon de R. solanacearum en
el Laboratorio de Bacteriologia Vegetal del CENSA a distintos valores de prevalencia./ Comparison of PPT values for
the techniques for detecting R. solanacearum standardized at the Plant Bacteriology Laboratory of CENSA at different
prevalence values.

Prevalencia (%) Tecnicas
ELISA-DAS ELISA-NCM A. Latex ELISA-DAS+PCR*
PPT+ | PPT- | PPT+ | PPT- | PPT+ | PPT- | PPT+ | PPT- | PPT+ | PPT-
10 0,624 | 0,003 | 0,69 0,005 | 0,555 | 0,004 | 0,783 | 0,003 | 0,982 9E-05
20 0,789 | 0,008 | 0,833 | 0,01 0,737 | 0,01 0,89 0,007 | 0,992 2E-04
30 0,865 | 0,013 | 0,896 | 0,018 | 0,828 | 0,017 | 0,933 | 0,012 | 0,995 4E-04
40 0,909 | 0,02 0,93 0,028 | 0,882 | 0,027 | 0,956 | 0,019 | 0,997 6E-04
50 0,937 | 0,031 | 0,952 | 0,043 | 0,918 | 0,041 | 0,97 0,029 | 0,998 8E-04
60 0,957 | 0,047 | 0,968 | 0,065 | 0,944 | 0,063 | 0,98 0,044 | 0,999 0,001
70 0,972 | 0,075 | 0,979 | 0,106 | 0,963 | 0,101 | 0,987 | 0,069 | 0,999 0,002
80 0,984 | 0,136 | 0,988 | 0,196 | 0,978 | 0,487 | 0,992 | 0,125 | 0,999 0,003
90 0,993 | 0,369 | 0,994 | 0,584 | 0,99 0,549 | 0,997 |0334 |1 0,008

*Valores de PPT de la combinacion de las técnicas de ELISA-DAS y PCR

PPT
120%

100% -

80% -

60%

40% A

20% A

0% T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Prevalencia (%)
— — ELISA-DAS

- - - - A Latex
— - =Linea de equidad

ELISA-NCM
PCR

FIGURA 1. Curvas de probabilidad post-test para las técni-
cas de deteccion de R. solanacearum estandarizadas en el
Laboratorio de Bacteriologia \egetal del CENSA para valo-
res de prevalenciaentre el 10y el 90%./ Post-test probability
curves of the detection techniques of R. solanacearum
standardized at the Plant Bacteriology Laboratory of
CENSA for prevalence values between 10 and 90 %.

Como la PPT representa la probabilidad de la pre-
sencia del patdgeno, la técnica idonea para el diag-
néstico a un valor determinado de prevalencia, es aque-
lla que registra un mayor valor de PPT para los resulta-
dos positivos y un menor valor de PPT para los resulta-

dos negativos. Sin embargo, para decidir qué técnicas
emplear, también se debe tener en cuenta los costos
de los métodos y la disponibilidad de insumos, con el
fin de alcanzar el diagnostico mas fiable al menor cos-
to posible.

Si analizamos los valores de PPT de la Tabla 3, a
bajos valores de prevalencia (10%), podemos observar
que la técnica de PCR es la mas apropiada para el
diagnéstico de los positivos; mientras que, para los
valores negativos registra valores de PPT idénticos al
ELISA-DAS. Como a esta prevalencia de 10%, el na-
mero de muestras a procesar es menor, la técnica de
PCR puede ser empleada para detectar la mayor can-
tidad de muestras infectadas en un primer tamizaje,
mientras que como segundo método o método confir-
matorio puede ser utilizada la técnica de ELISA-DAS.

Por otra parte, a altos valores de prevalencia (90%),
las técnicas de PCR, ELISA-DAS y ELISA-NCM mues-
tran valores similares de PPT para los valores positi-
VoS, mientras, para los valores negativos, las técnicas
de PCR Yy ELISA-DAS son las que muestran menores
valores de PPT. En este caso el nimero de muestras
a procesar es elevado, por tanto es recomendable rea-
lizar un primer tamizaje con un método mas econémi-
co como el ELISA en cualquiera de sus modalidades 'y
posteriormente, realizar la confirmacion de las mues-
tras positivas con el método de PCR.

Este tipo de analisis presenta como ventaja adicio-
nal que permite evaluar el desempefio de la combina-
cion de varias técnicas, mediante la multiplicacion de
las razones de verosimilitud de cada método por la
prevalencia en el calculo de la PPT (42). En la Tabla 3
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se puede observar que cuando se combinan las técni-
cas de ELISA-DAS y PCR (ELISA-DAS+PCR?*) se pro-
duce un aumento en la confiabilidad del diagndstico,
lo cual se puede observar graficamente en la Figura 2,
con curvas mucho mas separadas de la linea de equi-
dad que la de los métodos independientes.

PPT
120%

100% -

80% e -
60% .
40% A -

20% A g ‘ /

0% T T T T T T LI
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Prevalencia (%)

— — ELISA-DAS PCR

ELISA-DAS+PCR — - = Linea de equidad

FIGURA 2. Comparacion de las curvas de PPT para las téc-
nicas de ELISA-DAS y PCR con la combinacién de ambas
(ELISA-DAS+PCR) para la deteccién de R. solanacearum./
Comparison of PPT curves for techniques of ELISA-DAS,
PCR and combining both (ELISA-DAS+PCR) for detecting
R. solanacearum.

Esta marcada diferencia en la fiabilidad del diagnos-
tico es la causa fundamental, por la cual las normas de
los principales protocolos de diagndéstico, estipulan que
los resultados deben ser emitidos a partir del uso com-
binado de técnicas confirmatorias basadas en princi-
pios biolégicos diferentes (4) y es altamente recomen-
dado su uso para los procesos relacionados con la cer-
tificacion, importacién y cuarentena (42).

En Cuba, R. solanacearum es un patdgeno someti-
do a fuertes medidas de cuarentena y vigilancia
fitosanitaria y representa un alto riesgo para la impor-
tacion de material vegetal al pais. Este estudio confir-
ma la factibilidad del uso combinado del ELISA y la
PCR para la deteccion del patdgeno, teniendo en cuenta
el orden de aplicacion en funcién de la prevalencia de
la enfermedad.

Otro aspecto importante en la implementacion del
diagndstico radica en la evaluacion de la robustez de
las técnicas. La inclusién de un nuevo método en los
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esquemas de deteccidn en un laboratorio, requiere de
una validacion previa a través de ensayos intra e inter-
laboratorios, que garanticen la aptitud de estos requi-
sitos. Estos parametros pueden ser evaluados con el
calculo del coeficiente de Kappa de Cohen, el cual
mide el grado de coincidencia entre las repeticiones
de un sistema de clasificacién (22).

Es importante sefialar que, aunque los técnicas tra-
dicionales como el aislamiento y los ensayos biologi-
cos presentan limitaciones en su implementacion, per-
miten la confirmacién del diagnostico mediante la com-
probacion de la capacidad del patégeno aislado para
producir la enfermedad (postulados de Koch), por lo que
la aplicacion de estos métodos es decisiva para confir-
mar un resultado positivo segun las directivas esta-
blecidas para la deteccion de R. solanacearum (4).

En concordancia con estas regulaciones, el futuro
del diagnéstico parece ir encaminado a la deteccion
de marcadores que evidencien la viabilidad celular y
patogenicidad de la bacteria, como el ARNm de deter-
minados genes (22) u otras moléculas presentes en la
superficie celular del patégeno (40).

CONCLUSIONES

Enla actualidad se encuentran disponibles tanto en
Cuba como en el mundo diferentes técnicas para la de-
teccion y diagndstico de R. solanacearum; no obstan-
te, existe un grupo de factores que influyen en los resul-
tados que se obtienen con cada metodologia, por lo
cual la evaluacién de cada una se hace imprescindible
antes de su implementacion. Es importante conseguir
toda la informacioén posible sobre la robustez de las téc-
nicas escogidas para los analisis y sus parametros de
desempefio frente a diversas condiciones. Posteriormen-
te, el empleo de uno u otro ensayo, debe decidirse en
funcién de la informacién disponible sobre la muestra
problema (tipo de muestra, prevalencia y otros), el
equipamiento y los recursos disponibles en el laborato-
rio, el costo de la técnica a realizar y las implicaciones
de los resultados del diagnéstico.
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