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Riassuntoe

A sepuito delle ricorrenti e gravi epidemie del virus dell’avvizzimento maculato del pomodora (TSWV) in
diverse aree orticole pugliesi sono slati preparati sin antisieri paliclonali che anticorpi monoclonali ad un isolalo
locale del virus, atlo scopo di disporre di reagenti con sensibilith ed affidabilith adatte ad indagini dingnostiche
su lurge scala, Gli anticorpi prodotti sono stati utilizzati in prove di disgnosi immunoenzimatica massale
confrontundo DAS e TAS-ELISA tra loro e con I'immunoimpronta di tessulo. Dal sagpio di 90 campioni di
pomodoro, melunzann ¢ peperane non sono emerse differenze significative di sensibilitd tra le tecniche
wtilizzate, pertanto, almena per il virus in questione, I'immunoimpronta di tessuto va considerata una valida
alternativa alla pidl nota ELISA poiché semplifica sensibilmente le operaziont di analisi, Cid ha consentito di
sagpiare 1360 campioni di peperone in tempi sensibilmenie ridotii rispetio a quanto sarchbe stalo necessurio
impicpando 'ELISA,
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Summary
COMPARISON BETWEEN TISSUE BLOT AND ELISA FOR THE DETECTION OF TOMATO
SPOTTED WILT VIRUS

In consideration of the frequent severe outbreaks of tomato spotled wilt virus (TSWV) to vegetable crops of
several Apulinn arens, polyclonal antisers and monoclonal antibodies were produced against o loeal virus
isolate, to obtain reagents suitable for mass diagnosis. The antibodies produced were used in immunoenzymatic
tests, comparing DAS and TAS-ELISA between them and with tissue blot. Tests carried out on 90 samples of
tomato, eggplant and pepper did not show significant differences of sensitivity. Consequently, with TSWV,
tissue blot can be considered a valid and simpler alternative to ELISA. With this echnique, 1360 samples of
pepper were tested, with remarkable saving of time if compared with ELISA.
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INTRODUZIONE

Il virus dell’avvizzimento maculato del pomodoro (TSWV = tomato spotted will virus), specie tipo del
genere Tospovirus, & un patogeno in grado di infettare oltre 550 specie botaniche, tra cul molie importanti
collore ortive che, per tale causa, patiscono pesanti perdite quali-guantitative della produzione. Consideraio
assepte dul territorio nazionale sino alla fine degli anni B0 (motive per cui & tuttorn compreso nell’elenco degli
orpanismi nocivi da quarantena), si & rapidamente diffuso in maniera epidemica in concomilanza con
I'introduzione e diffusione del sup principale vetore, il tisanottero Frankliniella occidentalis. Anche la Puglia
non & rimasta immune alla sua invasione, infatti, ad una prima segnalazione su cicoria (Vovlas e Lafortezzu,
1992) hanno falto rapidameate seguito guelle su latinga, pomodoro, peperone, carciofo ¢ melanzana, sempre can
gravi effetti negativi sulla produzione (Vovlas et al., 1993; Vovius e Lafortezza, 1994; Vovlas, 1987). Come per
tutte le malaitie virali, i mezzi pid efficaci di Jotta sono esclusivamente preventivi e basati, olire che sulla lotia al
vettore, soprattulto sull’eradicazione dei focolai d’infezione ¢ sull'impiego di piantine sane. Da cid deriva
I"opportunity di disporre di semplici e, al tempo stesso, sensibili sistemi di diagnosi, opportunitd divenula
necessith da quando, in oltemperanza a quanto disposto dai Decreti Ministeriali det 14 aprile 1997 per la
commercializzazione dei materiali di moltiplicazione, i vivaisti devono obbligatoriamente attestare ia sostanziale
esenzione delle piantine da una serie di patogeni tra cui, in molti cusi, € compreso TSWV. Il primo obiettivo di
questo lavoro & stata lo preparazione di reagenti sierologici ad un isolato di TSWV rinvenuto localmente su
cicoria, con particolare riguardo alla produzione di anticorpi monoclonali che, per definizione, oltre ad cssere
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altamente specifici, possano essere pradotti in quantiti illimitale e sone, pertanto, idanei per le diagnosi massali
¢ di routine. L altro obicttivo, non meno importante, & stata la messa a punto di un sistema di diagnosi pill
semplice, ma non meno sensibile di quelli normalmente in uso. '

Materiali e metodi

Isolati virali- Perlc immunizzazioni & stato utilizzate un isolato pugliese di TSWV da eicoria
fTSWYVY-Ch). Per Ia verifica delle correlazioni sierologiche sono stati impiegati un isoluto noto dello siesso virus
{TSWV-L) ed un isoluto ded virus della maculatura necrotica df fupatiens (INSV), un allro tospovirus. Entrambi
gli isolati sono stati gentilmente forniti dafla Dott.ssa V. Lisa dell'lstituio di Fitovirologia Applicata del CNR di
Torina. ‘

Purificazione-TSWV, che & statoallevato su Nicoriana rustica, & stato purificato secondo il metodo
descritto da Best (1968).

Produzione di un antisiero policlonale-II virus purificato, emulsionate con adivvanie
di Freund, & stato iniettate in un coniglio di rozza New Zealand sccondo uno schemu cias-sico di
immunizzazione, consistente in quattro iniezioni intramuscolari intervallate di una settimana 1'una dall’alta, Ad
unn seltimana dall’ultima iniezione si & proceduto alla raceolta del siera.

Produzione di anticorpi monoclanali-Doposverimmunizzato lopl BALB/c con
preparati virali emulsionati con adiuvante di Freund si & proceduto ulla selezione di ibridomi secerncnti
anticorpi specifici applicando un protocelio messo 1 punio in precedenza (Boscia ez al., 1992),

DAS—ELI1S A -E stata eseguita applicando il classico meteda di Clark e Adams (1977} dopo aver
coniugato con fosfatasi atealing le IgG purificate dall'antisiero policlonale medionte cromatografia su colonna di
proteina A,

TAS—ELIS A - Per I'impiego in ELISA degli anticorpi monoclonuli & stata eseguita 1"ELISA indiretta a
triplo strato di anticorpi in cui le pinstre sono state sensibilizzale con Puntisiero policlonule alla dilvizione di
1:1000, mentre la rilevazione dell’antigens & avvenuin mediante incubazione prima con gli anticorpi
monaoclonali e successivamente con anticorpi antitopo conjugati alla fosfatasi alcalina.

Immunoimprontn di tessulo-E stuo eseguita sostanzialmente il metodo descritio da Lin er
al. (1990), wilizzando membrane di nitrocellulosa su cui sono state impresse sezioni di foglic o piccieli. Ta
reazione immunacnzimatica & stata realizzata incubando prima con anticorpi menoclanali, pol con anticorpi
antitepo conijugati alla [osfatasi nlealing, ed infine con il substrato NBT {nitroblue tetrazalium) e BCIP (3-
bromo-4-chloro-3-indolil phosphate). '

Risultati

Antisiero policlonale-Le1gG dell’antisicro policlonale oitenuto hanno mastrato soddisfacente
funzionalith in DAS-ELISA alla concentruzione di 1pg per ml, sia nelln fuse di catra dell*antigene clie per la
sua rilevazione, coniugate aila fosfatasi alealing.

Anticorpi monaclonali-Sono siaie selezionate sette linge di ibridomi secernenti stabilmente
anticorpi monoclonali (MAb) specifici. Dopo due cicli di clonaggio, congelamento e scongelamento ne & stata
avviata la produzione massale in sovranatanti di coltura in fiasca. Tuni i sette tipi di sovranatinie sono risultati
in grado di dare reazione specifica, alla diluizione di 1:20, sia come anlicorpi secondari in TAS-ELISA con
piastre sensibilizzate con 1"antisicro policlonale grezzo diluito 1:1000, sia in immunoimpranta di tessuto. In
entrambi i casi la tenzione dei MAb & stala rilevata dalla successiva incubazione con anticorpi-antitopo
confugati nlln fosfatast alcalina. ‘Tutti ¢ setic i MAD hanno riconosciute, oltre al virus omologo, I'isolato TSWV-
L, ma non INSV. Considerato if numero esiguo di isolati snggiati con § diversi MAD e 'esistenza di sierotipi
diversi del virus, Puiilizzo di un singolo MAb nella disgnosi massale presenierebbe un elevato rischio di
maneato riconoscimento di isolati nppartencnti a siecotipi diversi (fulsi negativi). Al fine di minimizzare tale
rischio si & pertanto deciso di utilizzare tutti i sette MAb in miscela tra di loro.

Confronto tra DAS-ELISA, TAS—ELISA, Immunoimpronta e rilievo si
ntomatologico- Al fine di confrontare 1o sensibilita tra diversi metodi & stato analizzato un totnie di 90
campioni di pomodoro, melanzana e peperone raccolti in tre diverse nziende ubicate in agro di Monopoli (BA).
Questi sono stati suggiati comparativamente mediante TAS-ELISA ed immunoimpronta con la miscela dei sctte
anticorpi monoclonali, ed anche in DAS-ELISA utilizzando le 1gG dell'antisiero policlonale. It saggio ELISA &
stalo effettuato in laborsterio, mentre I'impronta sulle membrane & stata apposta dirctinmente in campo, Per
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quest’ullimo saggio sono state confrontate due diverse tesi: da ciascuna pianta sono state staccate due foglie,
una apicale e I"altra basale. Queste sona state arratolate in senso longitudinale, sezionate con un taglia centrale e
premute sulla prima membrana, entrambe sullo stesso riguadro riservato al campione, Ciascuno dei piceioli
delle siesse foglie & stato a sua volta sezionato ed utilizzato per una doppia impronta su di un analogo riquadro
della secondn membrana. Secondao le osservazioni di campo, 62 piante apparivano asintomatiche, 23 mostravanao
evidenti sinlomi da infezione virale, mentre Je restunti 5 avevano un aspetio dubbio, Nessuna delle 62 piante
asintomatiche ha dato reazione positiva con nleuno dei quatiro sagei immunoenzimatici, hanno invece duto
reazione positiva, in almeno un snggio, 2 dei 5 campioni dubbi e 20 dei 23 sintomatici {Tab. 1). Non & delto
peraltro che In mancata reazione di tre cumpioni con sintomi sia du annoverare come falso negaivo. Infatti non &
improbabile che le manifestazioni sintomatiche asservate fossero davute ad infezioni da virus diversi de TSWV,
quali CMV che & [requentissimo nelle colture orticole pugliesi.

Tab. 1 - Risultati del rilievo sintomatologico e dei saggi immuncenzimatici sui 22 campioni risultati positivi ad
almeno uno dei saggi di lnboralorio (+ = positiva)

- Campione Sintomi Tissue blot Tissue blot TAS-ELISA DAS-ELISA

m. virali Picciola Foglia

1 + + + + +

2 + + + + +

3 + + 4 + +

4 + + + + +

] + + + + +

6 -+ + + + +

7 + + + + +

g + + + + +
9 + + + + +

10 + + + + +

11 + Negutivo + + +

12 + + + + +

13 + + Negativo + Dubbio
14 + + + + +

15 + + + + +

16 + Neputivo + + Dubbio
17 + Negativo + + +

18 + + + + Dubbio
19 + + + + +
20 + Negativo + Nepativo Negativo
21 Dubbio o+ Nepulivo + +
21 Dubbio + Neputivo + +

TAS-ELISA & apparso il metodo pill sensibile, peiché ha evidenziato chiare reazioni in 21 dei 22 positivi.
Tuttavia unt campione infetto non ha reagito, analogamente & quanto avvenuto in DAS-ELISA che, peraiira, ha
dato renzione dubbia (un valore di assorbanza solo due volle superiore al testimone sano) in tre campioni,
risultande chisramente positiva solo in 18 casi. L'immunoimpronta & risultata invere negativi in quattro
campioni di picciolo ed in tre {diversi dai quattro precedenti) di foghin, Tuttavia datla lettura combinata delle
due membrane tutti i 22 campioni hanno dato reazione positiva.

Impiego dell'immunoimpronta per il saggio di 1360 piante di pepero
ne- Al fine di verificare I'adatiabiiith del metodo ad indagini massali, & stuwo effettuato il saggio di wie le
piante (1360) di una colwra di peperone in una serra ubicata in agro di Polipnano (BA), in cui erano state notate
numergse piante con sospett sintomi virali, assimilubifi o quelli indotli da TSWV. I campionamenta & stato
eseguito i giori 26 e 27 luglio 1996 mediante apposizione dellimproata della sezione di due piccioli {una
basale e uno apicale) di cinscuna pianta in ognuno dei 180 quadrati #n cui erano state divise le 8 membrone di
nitracellulosa utilizzate. [ traitamento delle membrane in laboratorio (incubazioni con ln miseela di MAD prima
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& con Vantitopo coniugato poi, ed il successivo sviluppo con il substrulo) & stato eseguilo da un solo operatore
nell'arco di una madinata. | campioni positivi sono stati 64, Se gl stessi campioni, anziché su membrana,
fossero stati soggiati mediante ELISA, il tempa ed il lavoro necessuri sarebbero stati enormemente maggiori.
Infatti i tempi di campionamento sarebbero stati per entrambi sostanzialmente simili, ma VELISA avrebbe
richiesta da 10 a 15 piornate di lavoro (considerando realisticamente un centinaio di campioni guale numero
pestibile quotidinnamente in lsboratorio dn un operatore) contro appena mezza giornaty necessaria per lo
sviluppo delle setie membrane di immunoimprontn di tessuto.

Conclusioni

La necessith di disporre di sistemi alTidabili e di [acile esecuzione da adattare nd attivita di diagnosi massule,
unita alla segnalazione della diffusione epidemica di TSWV nelle principali arce orticole della Puglia, ha
stimolato La preparazione di rengenti ad un isolato virale loeale e 1a verifica del loro impiego in vari protocolli di
dingnosi immunoenzimatics, Gl anticorpi moenoclonali si sono rivelati particolarmente adatti sia per la
possibilith di produzione illimitata che per il miglioramento defla sensibilita in confronto ai classici nntisieri
policlonali. i rischio di avere Talsi negativi a cansa di un eccesso di specilicith pud essere facilmente evitato
utilizzande miscele di diverse lince di onticorpi al fine di ampliare il pannello di determinanti antigenici
riconoscibili.

1l confronto tra il comune saggio ELTSA ¢ T'immunoimpronta di tessulo su membrana ha mostrito che il
livello di scnsibilith dei duc melodi & sostanzialmente simile. Alcuni fulsi negativi dell’immunoimpronts
sembrano dovuti pitt alka irregalare distribuzione def virus nells pianta che ulla sensibilith dei rexgenti, per cui la
loro incidenza pud essere abbattate, 1 seconda del livelio di atiendibilitd richiesta dul saggio, aumentando il
numerae di impronte per campione.

La verifica della praticabilith su un numero elevato di campioni (1360) ha evidenzivto I'enorme risparmio di
tempo e di lavoro che I'immunoimpronta offre in confronto all'ELISA. A questo va aggiunio che il metodo non
richiede il trasporto dei campioni in luborstorio (si pensi al problema delln refrigerazione dei campioni nei
campionamenti eslivi), non pone problemi di quarantena se si devono analizzare campioni raccolti all'estero e
consente di sfasare nel .empo I"apposizione delle impronte, tuttz carutteristiche che ne fanno valutare molto
positivamente i"uso di routine.
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