Rev. Proteccion Veg. Vol. 29 No. 2 (Mayo.-ago. 2014): 82-93
ISSN: 2224-4697

ARTICULO ORIGINAL
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RESUMEN: El objetivo de este estudio fue optimizar una técnica de diagnostico para rickettsia-PBT, bacteria
asociada a la enfermedad cogollo arrepollado del papayo (PBT), basada en la hibridacion de acidos nucleicos
no radiactiva (HANS-PBT), y comparar la factibilidad de su uso con respecto a la PCR convencional. Se
optimizo6 un procedimiento de HANS-PBT que permitio la deteccion especifica de hasta 15 pg de ADN del
gen sdhA de rickettsia-PBT. La evaluacion de 141 controles caracterizados mediante PCR convencional (PCR-
PBT), mostré parametros de desempeno de la HANS-PBT favorables, con una especificidad diagnostica (ED)
de 97,2% y sensibilidad diagnostica (SD) de 98,5%. Los andlisis simultaneos mediante las dos técnicas de 179
muestras colectadas mayormente en plantaciones del occidente de Cuba evidenciaron la presencia de rickettsia-
PBT en 118 plantas. Los parametros de desempefnio de la PCR-PBT y HANS-PBT en la evaluaciéon de estas
muestras fueron similares, 96% y 98% de ED, 89% y 75% de SD, respectivamente. Aunque la HANS-PBT
mostrd valores de sensibilidad menores a la PCR-PBT, es factible su uso para programas de mejoramiento
genético o prospecciones en estudios epidemiologicos de la diseminacion de la bacteria.
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Evaluation of two techniques for the molecular diagnosis of rickettsia associated to papaya
bunchy top disease in Cuba

ABSTRACT: The aim of this study was to develop a technique based on non radioactive nucleic acid
hybridization for the diagnosis of rickettsia-PBT bacterium associated to the papaya bunchy top disease (NASH-
PBT), and to evaluate its use compared with the conventional PCR. The optimized NASH-PBT method allowed
the specific detection of 15 pg of sdhA gen DNA of rickettsia-PBT. The validation parameters in the evaluation
of 141 controls previously characterized by PCR evidenced the reliability of the technique, showing diagnosis
sensitivity (DS) of 97.2% and diagnosis specificity (DE) of 98.5%. The simultaneous analysis by the NASH-
PBT and conventional PCR (PCR-PBT) of 179 samples recovered from commercial fields, mostly of the
western region of Cuba, evidenced the presence of rickettsia-PBT in 118 plants. The parameters of validations
of PCR-PBT and NASH-PBT in the analysis of these samples were 89% and 75% for DS and 96% and
98% for DE, respectively. Despite the lower sensibility value showed respect to NASH-PBT PCR-PBT, its
use for genetic improvement programs or surveys in epidemiological studies of this pathogen is realiable.

Key words: papaya bunchy top, rickettsia, hybridization, papayo, sensitivity, specificity.

INTRODUCCION de este frutal (2) y en el 2012 se produjeron 88139,0
ton, principalmente de los cultivares Maradol amarilla
El papayo (Carica papaya L.) es un cultivo extensi- y roja (3).

Vo en zonas tropicales y subtropicales, comercializa-
do principalmente para consumo fresco, como produc-
tos elaborados y para la produccion de papaina (1). En
Cuba, anualmente se siembran entre 4000 y 5000 ha

De las enfermedades sistémicas que afectan este
frutal, se considera que la mancha anular del papayo
(causada por Papaya ring spot virus, PRSV) y el cogo-



llo arrepollado del papayo (PBT, siglas del nombre en
inglés papaya bunchy top) son las de mayor impacto
en los rendimientos del cultivo en Cuba. Esta ultima
enfermedad se informo en el pais en 1946, por Acuia 'y
Zayas, y se denomind inicialmente como Mosaico tipo
A, Mosaico comun o «Bunchy top» (4). Hasta el mo-
mento, PBT constituye un problema fitosanitario que
se encuentra extendido por toda laisla, por lo que re-
sulta dificil encontrar una localidad en la que se cultive
el papayo que esté completamente libre de la enfer-
medad (5).

Los sintomas caracteristicos de PBT, informados
en la literatura en otros paises incluyen la clorosis,
necrosis y reduccion del tamafio de las hojas;
entrenudos cortos; peciolos endurecidos, pequefios y
dispuestos en posicién casi horizontal, y detencion
del crecimiento del meristemo apical. Adicionalmente
en los estadios finales se produce una fuerte defoliacion;
ausencia o escasa emision de latex, disminucion del
vigor; muerte regresiva y escasa produccion de flores
y frutos (6). Estudios relacionados con la enfermedad
en Cuba, catalogaron estos sintomas dentro de un
complejo denominado “sindrome de la enfermedad
PBT", o Bunchy top symptom complex (BTS). En este
complejo se adicionan a los sintomas descritos ante-
riormente el arrugamiento y mosaico de las hojas, fru-
tos pequenios y otros (7).

El agente causal de los sintomas de PBT fue obje-
to de discusion a escala internacional. Primeramente
fue asociado a un virus (8), posteriormente a un
fitoplasma (9) y otros estudios lo asociaron a una bac-
teria fastidiosa del subgrupo 1-alfa de las
proteobacterias, ubicada dentro del género Rickettsia
(rickettsia-PBT) (10). La trasmision y diseminacién de
estos agentes ocurre mediante injerto, y de forma na-
tural por insectos del tipo saltahojas. Se identificé prin-
cipalmente a Empoasca papayae Oman como vector
de la enfermedad, aunque también se indicaron a
Empoasca stevensi Young y Empoasca dilitara Delong
et Davidson (10).

En Cuba se detectaron fitoplasmas y rickettsia en
plantas con sintomas caracteristicos de PBT, tanto por
microscopia electrénica, como por reaccion en cadena
de la polimerasa. Estos estudios se complementaron
con la secuenciacion y el alineamiento con secuencias
de referencia, los cuales mostraron un alto porcentaje
de identidad nucleotidica con aislamientos caracteriza-
dos en otros paises (7,11). Esta dualidad de agentes
patégenos en el pais, asi como la alta presencia de
infecciones mixtas encontradas en prospecciones rea-
lizadas en campos comerciales de papaya, pudieran
explicar el complejo de sintomas asociados a la enfer-
medad que se fueron descritos en el pais (7,11,12,13).
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Ambos patdgenos, tanto fitoplasmas como
rickettsia-PBT, son microorganismos no cultivables en
medios sintéticos, por lo que solo se pueden diagnos-
ticar mediante métodos moleculares. Se optimizaron
varios métodos para la deteccion de rickettsia-PBT y
fitoplasmas como son, la microscopia electronica, PCR
convencional y la PCR anidada (nPCR), e incluso en-
sayos duplex de deteccion de los patdgenos (11, 12).
Estos procedimientos, aunque con alta especificidad
y sensibilidad, tienen limitaciones debido al costo por
analisis y la baja capacidad para procesar muestras
en un mismo ensayo (14, 15, 16). El objetivo de este
trabajo fue optimizar la técnica de hibridacion de aci-
dos nucleicos no radiactiva (HANS) para la deteccion
de rickettsia asociada a la enfermedad del cogollo
arrepollado del papayo en Cuba y evaluar su desempe-
fo al compararla con la PCR convencional.

MATERIALESY METODOS

Obtencién de los extractos de ADN

Los 4cidos nucleicos totales se extrajeron a partir
de peciolos de hojas de plantas de papayo, siguiendo
la metodologia de extraccion de Murray y Thompson
(17). La integridad del ADN se comprob6é mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y tincién con
bromuro de etidio (10 mg/ml) (18). Las concentracio-
nes de los extractos de ADN se cuantificaron median-
te espectrofotometria a 260 nm (Spectronic Genesys
5, Spectronic UNICAM, Cambridge, UK), y se verifico
por estimacion visual en geles de agarosa al 0,8% se-
gun Sambrook et al. (17).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa conven-
cional paraladeteccion de ADN derickettsia-PBT

La deteccidn de rickettsia-PBT mediante PCR con-
vencional (PCR-PBT) se realizd con el uso de los
cebadores PBTR1/PBTF1, que amplifican de forma
especifica un fragmento de 704 pb del gen que codifica
para la enzima succinato deshidrogenasa A (sdhA) de
esta bacteria (10). La reaccién de PCR se realizé en
un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hamburg, Alemania) con un volumen final de reaccién
de 30 pl. Los reactivos utilizados para la amplificacion
fueron los del sistema PCR Master (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania), con condiciones de reaccion
similares a las disefiadas por Davis et al. (10).

En las reacciones de diagndstico de rickettsia-PBT
mediante PCR-PBT se utilizaron como molde 300 ng
de cada extracto de ADN de la planta en analisis. Como
control positivo de la presencia de rickettsia-PBT, se
utilizaron 300 ng de ADN de una planta de papayo (de-
nominada PBT2003-01), en la que previamente se de-
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tecto rickettsia-PBT a través de microscopia electréni-
ca, PCRy caracterizacion molecular del fragmento del
gen sdhA (numero de acceso en GenBank: FN825675)
(11). Los productos del PCR fueron comprobados por
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y tincién con
bromuro de etidio (10 mg/ml) (18). La cuantificacién de
los productos de PCR en los ensayos requeridos se
realizé de la misma forma que los extractos de ADN,
descrito en el acapite anterior.

Marcaje de la sonda no radioactiva PBT para la
deteccion derickettsia-PBT

El marcaje de la sonda no radiactiva de ADN com-
plementario (ADNc) se realizé con el sistema PCR-
Dig-Probe segun las especificaciones del fabricante
(Roche Diagnostics) y utilizando los cebadores y con-
diciones de la PCR-PBT. En la reaccion de marcaje se
us6 como molde 100 pg del plasmido pTPBT, el cual
contiene clonado el fragmento de 704 nt del gen sdhA
de rickettsia-PBT aislado a partir de extractos de ADN
de la planta PBT2003-01 (11). Los productos de la PCR
se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 0,8% con tincién de bromuro de etidio, y se incluyo
como control del marcaje, el producto resultante de la
PCR obtenido en un ensayo simultaneo sin la incorpo-
racion de Dig-11-dUTP en la mezcla de reaccion de la
PCR. Posteriormente a la PCR, la banda de la sonda
se separo en un gel de agarosa de bajo punto de fu-
sion y se purificé mediante el sistema High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche Diagnostic).

Hibridacién de &cidos nucleicos

La técnica de hibridacién de acidos nucleicos utili-
zada fue similar a la descrita por Sambrook et al. (18).
Los extractos de acidos nucleicos de cada muestra
(~10 ug), cuantificados segun la metodologia descrita
anteriormente, se desnaturalizaron durante 5 minutos
a 95°C y se transfirieron a membranas de nylon
(Hybond-N+, Amersham Biosciences), utilizando un
sistema de transferencia por vacio Dot blot (Bio-Rad,
California, EE.UU.). Posteriormente se fijaron en el
horno de hibridacion durante 2 horas a 80°C y se
prehibridaron durante 4 horas a 55°C en el tampon de
prehibridacion (solucién de Church) (18). La hibrida-
cion con la sonda (20 ng/cm?) se realizé durante toda
la noche en tampon de prehibridacion a la misma tem-
peratura. Se hicieron dos lavados con SSC 2X (NaCl
0,3 M, SDS 0,1% y citrato de sodio 30 mM) a tempe-
ratura ambiente, seguido de un lavado con SSC 0,1%
y SDS 0,1% durante una hora a 60°C. Para la detec-
cion de los hibridos de ADN marcados con las sondas
de digoxigenina se utilizé el conjugado anti-DIG-
fosfatasa alcalina (fragmentos FAB) (Roche
Diagnostics). La visualizacion se obtuvo con el sustrato
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quimioluminiscente CSPD (Roche Diagnostics) que al
descomponerse y emitir luz sensibilizé las peliculas
X-omat (KodakK), reaccién que se llevo a cabo a 37°C
durante una hora.

Sensibilidad y especificidad analitica de la hibri-
dacion de acidos nucleicos para la deteccién de
rickettsia-PBT

Para determinar el limite de deteccion de la HANS-
PBT se transfirieron a la membrana cantidades de 15,
1,5; 0,15; 0,015; y 0,0015 ng del producto de PCR-
PBT, amplificado utilizando como molde el plasmido
pTPBT. Las cantidades del producto de la PCR-PBT
se mezclaron con 10 pl de extractos de ADN (100 ug/
ul) de una planta de papayo obtenida en condiciones
de aislamiento. Ademas, se transfirieron a la membra-
na cinco muestras con 10 ul de extractos de ADN (100
pg/ul) de una planta de papayo obtenida en condicio-
nes de aislamiento (blancos experimentales), con una
repeticion intra-ensayo de cada muestra. La concen-
tracion de los extractos de ADN se determind como se
describié anteriormente. Para determinar la especifici-
dad de la sonda se utilizaron en un ensayo de HANS-
PBT 10 ul de extractos de ADN cromosomal (100 ng/
ul) de 10 organismos no relacionados: Escherichia coli,
Pichia pastoris, Candidatus Liberibacter asiaticus,
Agrobacterium tumefaciens, Bradyrhizobium
japonicum, Coconut lethal yellow phytoplasma, planta
de vicaria (Catharanthus roseus) infectada con
fitoplasma no caracterizado, Nicotiana tabacum L.,
Citrus sinensis Osbeck, cola de ratén (Mus musculus),
células de ovario de hamster CHO (del inglés Chinese
hamster ovary) y el insecto Planococcus citri (Risso).
Se realizaron dos repeticiones intra-ensayo de cada
muestra. Ademas se incluyeron cuatro extractos de
plantas de papayo obtenidas a partir de la siembra de
semillas y mantenidas en condiciones de aislamiento.

Célculo de los parametros de desempefio y eva-
luacion de la HANS-PBT

Para estandarizar la HANS-PBT se utilizaron diez
repeticiones inter-ensayo y cinco repeticiones intra-en-
sayo de cinco controles positivos y cinco negativos en
cada ensayo. Con el objetivo de evaluar los parametros
de desempenio de la HANS-PBT se analizaron 141 con-
troles de ADN previamente evaluados por PCR-PBT y
se construy6 una tabla de contingencia. De esta pobla-
cién de controles, 72 eran controles positivos (positivos
PCR-PBT), y los restantes 69 como negativos (negati-
vos PCR-PBT). En cada membrana se transfirieron las
muestras de la curva utilizada en el ensayo de sensibi-
lidad analitica con una réplica intra-ensayo de cada punto
de la curva. Ademas, se transfirieron tres muestras, con
una réplica cada una, de 10 ug de ADN de plantas sa-



nas utilizadas como blancos experimentales y contro-
les negativos del ensayo. El criterio de positividad de
la muestra se correspondié con el determinado en el
ensayo de sensibilidad analitica de la HANS-PBT. Los
parametros del desempefio se calcularon segun
Massart etal. (19) y la interpretacién de los valores de
RV se realizd segun la escala descrita por Capote et
al. (20). La coincidencia entre las técnicas de diagnds-
tico PCR-PBT y HANS-PBT se calculé mediante el
indice Kappa de Cohen (21, 22, 23). Los intervalos de
confianza (IC) para los parametros estimados fueron
calculados segun Olmos et al. (23).

Comparacion delaHANS-PBTy PCR-PBT en el diag-
nostico de rickettsia-PBT en muestras de campo

Para comparar el desempeiio de la HANS-PBT y la
PCR-PBT en la evaluacion de muestras de campo se
analizé, de forma simultanea, una poblaciéon de mues-
tras colectadas en campos comerciales de papayo. Las
muestras se colectaron durante prospecciones realiza-
das en plantaciones de papayo del cultivar Maradol rojo
de seis provincias ubicadas en la region occidental, cen-
tral y oriental de Cuba. Se colectaron un total de 179
muestras de hojas, 65 de La Habana, 35 de Artemisa,
17 de Mayabeque, 19 de Matanzas, 22 de Cienfuegos y
21 de Holguin. El criterio de planta enferma en este en-
sayo se considerd como las plantas con sintomas de
porte bajo y aspecto arrepollado, acortamiento de los
entrenudos, ausencia de emisién de latex y acumula-
cion de ampollas de latex en la base de los peciolos
(Fig. 1), descritos como caracteristicos para la enfer-
medad PBT segun Davis et al. (6,10).

Las extracciones de ADN y su cuantificacion se
realizaron como se detall6 anteriormente. El diagnos-
tico por PCR-PBT se realiz6 tomando 300 ng de cada
extracto como molde y las condiciones y reactivos fue-
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ron los descritos anteriormente. Para la HANS-PBT se
transfirieron a las membranas 10 ug de ADN de cada
muestra con una réplica por muestra, siguiendo el pro-
cedimiento detallado en el acapite anterior. En cada
membrana se transfirio la curva de sensibilidad analiti-
ca y tres blancos experimentales con una réplica de
cada punto. El criterio de positividad del resultado de
la hibridacion en este ensayo se consideré segun el
procedimiento descrito en el acapite de calculo de la
sensibilidad analitica. Los parametros de desempefio
se calcularon para ambas técnicas siguiendo la meto-
dologia descrita anteriormente.

RESULTADOSY DISCUSION

Sensibilidad y especificidad analitica de la hibri-
dacion de acidos nucleicos para la deteccion de
rickettsia-PBT

La menor cantidad del producto de PCR-PBT de-
tectada, utilizando la técnica de HANS-PBT, fue de 15
pg (Fig. 2, carriles A4 y B4). En las posiciones corres-
pondientes a la cantidad inferior (1,5 pg) se observaron
sefales débiles (Fig. 2, carriles A5 y B5), que se con-
sideraron negativas por tener la misma intensidad de
la sefial de fondo obtenida en los blancos experimen-
tales (Fig. 2, carriles C1 y B1 a C5 y B5). Sin embar-
go, la intensidad de la sefial obtenida en las posicio-
nes correspondientes a 15 pg sugiere que en una can-
tidad intermedia pudiera haberse obtenido una sefial
diferenciable de los blancos experimentales. En los
siguientes experimentos se tomé como criterio de
positividad aquellas sefales que resultaran con inten-
sidades tres veces mayores que las sefales de fondo
de los blancos experimentales, situando en todos los
ensayos la misma curva de sensibilidad y varias répli-
cas de los blancos experimentales.

FIGURA 1. Sintomas asociados a la enfermedad cogollo arrepollado del papayo tomados en consideracion como criterio de
planta enferma en la colecta de muestras en las areas comerciales: (A) plantas de porte bajo con aspecto arrepollado, (B)
entrenudos cortos, (C) poca emision de latex y (D) acumulacion de latex en la base de los peciolos (piel de rana)./ Symptoms
associated with the papaya bunchy top disease taken as criteria for diseased plant in the collection of samples from
commercial areas: (A) stunting, (B) short intermodal distance, (C) absence of latex efflux and (D) latex accumulation in

the base of petioles (frog skin).
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FIGURA 2. Sensbilidad analitica obtenidaen laNASH-
PBT en la deteccion del fragmento de del gen sdhA de
rickettsaPBT. Columnas. cantidadesdel a5: 15; 1,5; 0,15;
0,015; y 0,0015 ng del producto de PCRdiluidosen ADN de
papayo sano; C1 aD5: 10 ugADN de plantas obtenidasen
condicionesdeaislamiento./ Analytical sensitivity obtained
in the detection of the fragment of the gen sdhA of
rickettsia. Columns: quantities of 1 to 5: 15; 1.5; 0.15;
0.015 and 0.0015 ng of PCR product dilutedin 10 ug DNA
extracts of healthy papaya; C1 to D5: 10 pg of DNA of
plants grown in a green house.

El limite de deteccion de 15 pg es adecuado para
una técnica de diagnostico de patégenos en plantas,
si se toma en consideracion trabajos realizados por
varios autores que utilizaron digoxigenina como méto-
do para el marcaje de sondas en experimentos de dot
blot. En este sentido se logrd establecer limites de
deteccion desde los 10 ng hasta 85 ng de ADN de
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (24, 25), mien-
tras que en el diagnostico del viroide del tubérculo ahu-
sado de la papa (PSTVd), se informaron limites en el
rango de 2,0 a 63 pg de ARN viroidal (26, 27).

En la determinacion de la especificidad analitica se
evidenci6 que ninguno de los extractos de ADN de las
muestras de diferentes organismos transferidas y fija-
das a las membranas reaccioné de forma positiva con
la sonda PBT. Ademas, se observaron sefiales fuertes

en las posiciones donde se ubicaron los controles po-
sitivos, correspondientes con el extracto de ADN de
una planta en la que se detect6é la bacteria por
microscopia electronica, PCR y secuenciacion del frag-
mento amplificado (planta PBT2003-01). Asi mismo, el
comportamiento de los resultados de las muestras de
la curva de limite de deteccion y los blancos experi-
mentales fue similar al obtenido en el experimento de
sensibilidad analitica. Los resultados demostraron que
la sonda PBT, conformada por una secuencia parcial
del gen sdhA de rickettsia-PBT, detect6 de forma es-
pecifica la presencia de hasta 15 pg de ADN de este
gen de la bacteria en los extractos de plantas de papa-
yo con el procedimiento utilizado.

Evaluacion de los parametros de desempefio de
la HANS-PBT en una poblacién de controles ca-
racterizados por PCR-PBT

La reproducibilidad de la técnica se evidencio al
obtenerse sefiales de hibridacion fuertes a partir de los
controles positivos y ausencia de sefial en los negati-
vos en las diez repeticiones inter-ensayo y cinco repe-
ticiones intra-ensayo de cinco controles positivos y
cinco negativos. En la determinacién de los parametros
de desempefio de la HANS-PBT al analizar un total de
141 controles previamente caracterizados por PCR-PBT,
de los 72 positivos a la infeccidn con rickettsia-PBT,
s6lo dos plantas no mostraron sefial en la HANS-PBT
(Tabla 1). Por otro lado, solamente una planta mostro
sefial en la hibridacion de los 69 controles negativos
utilizados (plantas obtenidas a partir de semillas y ne-
gativas por PCR-PBT), la cual se consider6 falso posi-
tivo (Tabla 1).

Los valores de sensibilidad y especificidad
diagnéstica de laHANS-PBT fueron superiores al 97%,
al igual que en los valores predictivos negativos y posi-
tivos de la HANS-PBT (Tabla 2). Esto indica una alta
capacidad de la técnica para detectar plantas infecta-
das, mientras que el valor predictivo positivo desarro-
llado por la técnica, evidencia la alta probabilidad de

TABLA 1. Resultados de la evaluacion mediante PCR-PBT y HANS-PBT en la deteccién de rickettsia-PBT asociada a
PBT de una poblacién de controles./ Evaluation results of the PCR-PBT and NASH-PBT for rickettsia-PBT associated

with PBT detection in a population of controls

Analisisde muestr as con los sintomas
car acter isticos

Resultados del PCR-PBT

Positivo

Negativo

Resultado dela Positivo 70 1 71
HANS-PBT Negativo 2 68 70
Total 72 69 141

¥%(A/D)=0,01 p=0,9322
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gue un valor de positividad concuerde con una planta
realmente infectada (23). Por otra parte, la alta especi-
ficidad permite afirmar que la HANS-PBT manifiesta
una alta confiabilidad en la discriminacion de la pre-
sencia de rickettsia-PBT asociada a la enfermedad PBT
en las muestras analizadas, resultado sustentado por
la baja probabilidad de obtener resultados falsos posi-
tivosy el alto valor predictivo negativo (23).

TABLA 2. Resultados de los parametros de desempefio
de la HANS-PBT en la deteccion de rickettsia-PBT
asociada a PBT en una poblacion de controles
caracterizados previamente por PCR-PBT./ Validation
parameters of the NASH-PBT in the evaluation of
rickettsia-PBT associated with PBT detection in a
population of PCR-PBT characterized controls.

Par ametro Valor + Error
Prevalencia 51,1%2+0,0410
Precision 97,9%+0,0211
Sensibilidad diagnostica 97,2%+0,0211
Especificidad diagnostica 98,5%+0,0112
Tasa de falsos negativos 2,8%+0,0112
Tasa de falsos positivos 1,4%+0,0211
Valor predictivo negativo 97,1%+0,0145
Valor predictivo positivo 98,6%0+0,0241
Raz6n de verosimilitud negativa 0,029
Raz6n de verosimilitud positiva 54

Los valores de las razones de verosimilitud negati-
va y positiva obtenidas (Tabla 2), indican una alta
confiabilidad para la determinacion de la presencia de
rickettsia-PBT, independientemente de la prevalencia
de la enfermedad (23). Resultados similares fueron
descritos para el diagnéstico de estas bacterias me-
diante otras plataformas de diagndstico (13), y eviden-
cia la capacidad de la metodologia para su uso en
experimentos en los que la prevalencia de la enferme-
dad puede ser baja (28).

Al analizar la coincidencia de las dos técnicas
empleadas en la evaluacion de la poblacion de contro-
les utilizada se obtuvo un indice de kappa de Cohen de
0,958. Este valor determina una coincidencia casi per-
fecta de los dos métodos segun lo establecido para
los estandares aplicados en veterinaria y medicina para
los andlisis de diagnosticos. El indice de kappa de
Cohenrelaciona la concordancia en los resultados que
se obtienen mediante el procesamiento individual por
dos metodologias, y considera que dos métodos coin-
ciden de forma casi perfecta cuando se obtienen valo-
res de este parametro entre 0,81y 1,0 (20, 29). Ensu
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conjunto los resultados permiten recomendar la técni-
ca evaluada para el diagnostico de rickettsia-PBT en
estudios de epidemiologia, certificacion de material de
propagacion, programas de mejoramiento y otros. Re-
sultados similares en los parametros de evaluacion han
permitido la utilizacién de otras plataformas de diag-
néstico en procederes de certificacién en otros culti-
vos (18, 28, 29).

Deteccion de rickettsia-PBT en plantas de papa-
yo cultivar Maradol roja de campos comerciales

En la comparacion de la eficacia en el diagnostico
de rickettsia-PBT al analizar un total de 179 muestras
mediante la HANS-PBT y PCR-PBT, 100 de las plan-
tas analizadas mostraron sefial positiva en la HANS-
PBT (Fig. 3), mientras que 118 fueron positivas a partir
de los resultados de la PCR-PBT (Tabla 3). Por otro
lado, de los 46 extractos de ADN de las plantas
asintomaticas, solamente uno mostro sefial positiva
de hibridacion, mientras que dos muestras amplifica-
ron un producto en la PCR-PBT, los que constituyeron
falsos negativos de los experimentos (Tabla 3).

En la evaluacion de los parametros de desempefio
obtenidos de ambos métodos en el andlisis de mues-
tras de campo se encontraron algunas diferencias en-
tre los resultados individuales de cada técnica (Tabla
4). La precision y la sensibilidad diagnostica de la PCR-
PBT, asi como los parametros relacionados con es-
tos, como son la tasa de falsos negativos y el valor
predictivo negativo, fueron superiores a las obtenidas
con la HANS-PBT. Estos valores sugieren una mayor
confiabilidad en el descarte de la enfermedad, a partir
del resultado negativo de la PCR-PBT que la HANS-
PBT. Sin embargo, la especificidad diagndsticay los
valores relacionados con este parametro (tasa de fal-
sos positivos y el valor predictivo positivo), fueron su-
periores en la HANS-PBT. Esto indica una mayor
confiabilidad en la discriminacion de la presencia de
rickettsia-PBT en las muestras a partir del resultado
positivo de la HANS-PBT que la PCR-PBT (23).

La menor sensibilidad diagnéstica de la HANS-PBT
puede justificar la obtencion de 33 resultados falsos
negativos en el experimento. Esto pudiera deberse a
la distribucién irregular de la bacteria sistémica enlas
plantas, o a la existencia de un bajo titulo del patége-
no. Por otro lado, en la PCR-PBT se obtuvo un falso
positivo mas que en la evaluacion mediante la HANS-
PBT, evidencia de una menor especificidad de esta
metodologia con respecto a la HANS-PBT. Este pro-
blema en las técnicas de PCR esta debidamente ex-
plicado en la literatura y es atribuido al alto poder de
amplificacién que induce la ocurrencia de contamina-
ciones cruzadas (28).
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FIGURA 3. Deteccion mediante hibridacion de acidos
nucleicos no radioactiva de rickettsia asociada a PBT en
plantas con sintomas del cogollo arrepollado del papayo
colectadas en varias provincias de Cuba. Posiciones: A3
hasta H11 extractos de ADN de plantas colectadas en La
Habana y Artemisa; A1 y A2 hasta E1 y E2: curva de sensi-
bilidad analitica con cantidades duplicadas (columnas 1 y
2) conteniendo 15; 1,5; 0,15; 0,015 y 0,0015 ng del producto
del PCR-PBT; F1y F2 aH1 y H2 extractos de ADN de plan-
tas sanas (10 png)./ Non radioactive nucleic acid
hybridization detection of rickettsia associated with PBT
in plants with papaya bunchy top symptoms collected in
fields of Cuba. Positions: A3 to H11 DNA extracts of plants
collected in Havana and Artemisa; Al and A2 to E1 and
E2: curve of analytical sensitivity with duplicated PCR-
PBT product amounts (columns 1 and 2) of> 15, 1.5; 0.15;
0.015 and 0.0015 ng; F1/F2 to HI/H2 DNA extracts of
healthy plants (10 pg).

Al analizar la poblacién de muestras de campo to-
mando como criterio de positividad los sintomas de
PBT, ambos métodos de diagndstico confirmaron la
presencia de rickettsia-PBT con una misma prevalen-
cia, mientras que la habilidad de ambos métodos para

la deteccion de los positivos (razon de verosimilitud
positiva) fue mayor de diez (Tabla 4). Este valor es el
limite indicativo de que un método de diagndstico con-
firma la presencia de un patégeno asociado a una en-
fermedad en muestras colectadas en condiciones de
campo, segun la escala de valores descrita por Capo-
te et al. (20).

Ambas metodologias mostraron una moderada ca-
pacidad de discriminacion de la enfermedad, debido a
las altas razones de verosimilitud negativas que se
obtuvieron. Los valores menores que 0,1 son los acep-
tados como de alta capacidad de descarte de la enfer-
medad para un método de diagndstico (20). Al combi-
nar las razones de verosimilitud y graficarlas se pudo
observar que a partir del 10% de prevalencia de la en-
fermedad en el campo, se incrementé la probabilidad
de un diagnéstico efectivo de rickettsia-PBT mediante
ambas técnicas (Fig. 4). En este caso, fue mayor la
probabilidad de que el resultado positivo de la HANS-
PBT coincidiera con una planta infectada.

Al comparar los resultados de la HANS-PBT en la
evaluacion de controles positivos, caracterizados me-
diante PCR-PBT como técnica de referencia 'y de mues-
tras de campo tomando como criterio de positividad de
planta enferma la sintomatologia PBT, se observaron
algunas diferencias de los parametros de evaluacion.
Una primera causa puede ser que en el ultimo ensayo
no se contd con una cantidad balanceada de controles
positivos y negativos (enfermos y sanos), proporcion
que resulta la adecuada para este tipo de evaluacio-
nes (30). Por otro lado, en el analisis de las plantas de
campo el criterio de positividad para la colecta de mues-
tras se baso en los sintomas referidos como caracte-
risticos para la enfermedad PBT. Esto representa una
posible fuente de error ya que se ha demostrado la
asociacion de fitoplasmas con plantas de papayo con
sintomas similares a los de PBT en Cuba (7, 13), y se
ha informado una alta incidencia de infecciones mix-
tas de estos dos patdégenos (12, 13).

TABLA 3. Resultados de la evaluacion mediante PCR (PCR-PBT) y HANS (HANS-PBT) de muestras enfermas y
sanas colectados en areas comerciales para la deteccion de rickettsia-PBT asociada a PBT / Evaluation results for
rickettsia-PBT associated with PBT detection by PCR-PBT and NASH-PBT in diseased and healthy samples collected
in commercial fields.

Resultado de la PCR-PBT HANS-PBT
técnica Estado sanitario Estado sanitario
Enfermas SENER Enfermas Sanas
Positivo 118 2 121 100 1 101
Negativo 15 44 58 33 45 78
Total 133 46 179 133 46 179
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TABLA 4. Comparacion de los pardmetros de desempefio entre las metodologias PCR-PBT y HANS-PBT para la
deteccion de rickettsia-PBT asociada a PBT en muestras de campo./ Comparison of the validation parameters
developed by PCR-PBT and NASH-PBT in rickettsia-PBT associated with PBT detection analysis of field samples.

PCR-PBT HANS-PBT
Parametro Valor + Error Valor + Error
Prevalencia 74%=+0,0395 74%=+0,0395
Precision 91%+0,0311 81%+0,0412
Sensibilidad diagnostica 89%:+0,0256 75%=+0,0395
Especificidad diagndstica 96%+0,0110 98%=+0,0215
Tasa de falsos positivos 4,5%=+0,0310 2,2%+0,0326
Tasa de falsos negativos 11,3%+0,0325 25%+0,0450
Valor predictivo positivo 98%+0,0256 99%+0,0123
Valor predictivo negativo 76%+0,356 58%+0,0456
Razon de verosimilitud positiva 22,25 37,5
Razon de verosimilitud negativa 0,12 0,26
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FIGURA 4. Probabilidad post-test de una planta de estar infectada con rickettsia después de un resultado positivo (RVp) o
negativo (RVn) de la hibridacion de acidos nucleicos no radiactiva (HANS-PBT) o la PCR (PCR-PBT), en funcion de la
prevalencia de sintomas de PBT en la plantacion. RV: razén de verosimilitud, p: positiva y n: negativa./ Post-test probability
of an individual plant to be infected with rickettsia after a positive (RVp) or negative (RVn) result with the nucleic acid
hybridization (NASH-PBT) or PCR (PCR-PBT) protocol, depending on the incidence PBT symptoms in the field. RV:
Likelihood ratio, p: positive or n: negative.
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La frecuencia de deteccidén de plantas infectadas
con rickettsia-PBT fue alta en las provincias de La
Habana (55/65), Artemisa (32/35), Mayabeque (16/
17), Matanzas (12/19), mientras que en Cienfuegos y
Holguin fue baja (2/22, 1/21, respectivamente). Estos
resultados indicaron la distribucién de rickettsia-PBT
en las seis provincias recorridas, lo cual coincide con
los informes de deteccion de este patdgeno en Cuba
informados con anterioridad a este trabajo (7, 11, 12,
13). Asi mismo, la prospeccioén realizada para la co-
lecta de muestras amplia la informacién de la distri-
bucion de rickettsia-PBT en el pais, al detectar la
bacteria en plantas con sintomas de la enfermedad
en cuatro nuevas provincias: Artemisa, Mayabeque,
Matanzas y Cienfuegos. De la misma forma, este
estudio sustenta mediante una aproximacion
diagnodstica diferente, la hibridacion de acidos
nucleicos no radioactiva, la relacion de esta bacteria
con la enfermedad PBT, como se ha descrito en la
literatura (6, 10, 11).

Se describi6 en la literatura que, para algunas
interacciones planta-patégeno, los métodos
moleculares para la deteccion del agente causal no
brindan los niveles de sensibilidad requeridos para el
diagnéstico (31). Factores como la desigual distribu-
cion de un patégeno en una planta, su presencia en
titulos muy bajos o en infecciones latentes, y la pre-
sencia de compuestos que inhiben la actividad de las
enzimas empleadas en las técnicas, constituyen re-
tos para el analista encargado del diagnéstico (32, 33).
La solucién para estos problemas pudiera derivar del
desarrollo de metodologias integrales o polifasicas del
diagnéstico, o sea, combinar dos o varios métodos
con principios diferentes y que brinden una mayor pre-
cision al combinarse entre si (14, 31).

En Cuba, se optimizaron varios métodos para el
diagndstico de los agentes causales asociados al com-
plejo PBT, tanto fitoplasmas como rickettsia-PBT (7,
11, 12). Tomando en consideracion las técnicas de
diagnosticos disponibles, y la optimizada en esta in-
vestigacion, se propone un esquema multiple de de-
teccion para la toma de decisiones en el diagnéstico
del o los agentes causales de los sintomas de PBT.
Este esquema puede abarcar varias alternativas, de-
pendiendo del objetivo del analisis que se esté reali-
zando y las condiciones del laboratorio en que se
esté ejecutando (Fig. 5).

De manera general, todas las alternativas deben
iniciarse con la colecta de muestras en el campo y
la obtencion de los extractos de ADN (Fig. 5). En
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experimentos que requieran el procesamiento de un
numero alto de muestras se pueden combinar la alta
especificidad diagnoéstica de la HANS-PBT y su ca-
pacidad para el procesamiento de muchas mues-
tras en un mismo experimento (Fig. 5 “variante 17).
Se aplicaria inicialmente esta técnica para descar-
tar los positivos y las muestras que resultaran nega-
tivas se confirmarian mediante la PCR-PBT. Se debe
tener en cuenta la utilizacion de una correcta canti-
dad de réplicas en la PCR-PBT debido a los proble-
mas de contaminaciones cruzadas que presenta la
PCR (19, 28). Tomando en consideracion que la PCR
puede verse inhibida por varias razones aportando
resultados falsos negativos al experimento (32), un
examen final abarcaria la microscopia electrénica en
aquellas muestras negativos que asi lo requieran.
No obstante, este analisis resulta muy costoso y
tiene la desventaja de no poderse realizar a un nu-
mero alto de muestras (14). Esta alternativa es vali-
da para experimentos como la prospecciéon y
epidemiologia para evaluar la diseminacién temporal
de rickettsia-PBT asociada a PBT, o programas de
mejoramiento vegetal.

Sin embargo, este flujo de trabajo no estaria com-
pleto para experimentos de certificacion de material
de propagacion de papaya o determinacién del agen-
te causal en plantas con sintomas de PBT si no se
realiza el diagndstico de fitoplasmas. En este caso,
deberan procesarse paralelamente las muestras tan-
to por el flujo de diagndstico de rickettsia-PBT como
mediante la técnica de nPCR (Fig. 5 “variante 27).
No obstante, este objetivo se puede lograr también
con la utilizacion de la PCR anidada multiple (Fig. 5
“variante 37) (12). Con esta técnica se simplifican
las operaciones y se obtiene una disminucion el
costo del analisis al evaluar la presencia de los dos
patégenos en la misma reaccion. Los resultados de
la evaluacion de este método de diagndstico multi-
ple fueron satisfactorios en el diagnéstico de mues-
tras de campos con los sintomas de PBT y que con-
tenian infecciones mixtas de fitoplasma y rickettsia-
PBT (12).
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FIGURAS5. Esquema de toma de decisiones en el diagnostico de rickettsia asociada a PBT. HANS: hibridacion de acidos
nucleicos no radioactiva, nPCR: PCR anidado, +: positivo, -: negativo y ;?: origen desconocido. 1, 2 y 3: diferentes alterna-
tivas para el diagnostico. 2 es el acoplamiento de 1 con el diagndstico de fitoplasma./ Decision making scheme for rickettsia
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